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Resumo

DEGRANDIS, Fabricio Tabelido. Acdo do cogumelo Pleurotus ostreatus sobre a
regulacdo glicémica em camundongos C57BL/6 saudaveis. Orientador: Paulo
Schenkel. 2021. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de
Pés-graduacdo em Nutricdo e Alimentos. Faculdade de Nutricdo. Universidade Fede-
ral de Pelotas, Pelotas, 2021.

Os cogumelos sao considerados “superalimentos” devido as suas varias proprieda-
des medicinais. Dentre eles, a espécie Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) merece des-
taque por ser a espécie de cogumelos mais cultivada e utilizada na culinaria da regiédo
sul do Rio Grande do Sul, por possuir diversos compostos bioativos e por apresentar
potencial sobre a regulacdo da glicemia. Neste contexto, a utilizacdo de cogumelos
como alternativa ndo medicamentosa parece promissora em atenuar a resisténcia in-
sulinica, um disturbio do metabolismo glicidico relacionado com diversas doencas.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do P. ostreatus sobre a
glicemia e a sensibilidade a insulina de camundongos. Para os experimentos foram
utilizados camundongos C57BL/6 saudaveis com aproximadamente 60 dias oriundos
do biotério central da Universidade Federal de Pelotas. Como ponto de partida, reali-
zamos um estudo piloto para determinar a influéncia aguda in vivo de diferentes doses
de extrato de P. ostreatus (500, 1000 e 2000 mg/kg) sobre a glicemia basal dos ca-
mundongos em jejum de 4h. Nao foram observadas diferengas significativas ao longo
da curva glicémica. Desta forma, optamos por utilizar no segundo experimento a maior
concentragdo (2000 mg/kg) para analisar a influéncia do extrato sobre o teste de tole-
rancia oral a glicose (TTOG). O extrato foi administrado por gavagem e apos 60 mi-
nutos foi efetuada administracéo de glicose 2g/kg e mensurada a glicemia nos tempos
0, 30, 60 e 90 minutos. Nesse experimento pudemos observar uma maior glicemia no
grupo em que o extrato de P. ostreatus foi administrado previamente em relacédo ao
controle. Num terceiro experimento, separamos 0s animais em 4 grupos (n=8/cada):
Controle; P. ostreatus 500 mg/kg; P. ostreatus 1000 mg/kg; P. ostreatus 2000 mg/kg.
Para isso o extrato foi preparado numa concentracdo de 150 mg/mL e administrado
entre 9h-10h conforme a dosagem pré-estabelecida por gavagem durante 4 semanas.
O grupo controle foi submetido aos mesmos procedimentos, porém recebeu solucdo
de NaCl 0,9%. Semanalmente, o peso corporal e a ingestao alimentar e hidrica foram
mensurados. Apos 4 semanas, os animais foram submetidos ao teste de sensibilidade
a insulina (TTI), anestesiados com isoflurano e eutanasiados por decapitacdo. N&o
foram observadas diferencas significativas no peso corporal. A ingestéo alimentar foi
significativamente reduzida no grupo P. ostreatus 500 mg/kg na primeira semana e no
grupo P. ostreatus 1000 mg/kg na segunda semana. Ja a ingestéo hidrica foi signifi-
cativamente reduzida no grupo P. ostreatus 2000 mg/kg na primeira semana, mas
depois recuperada nas demais semanas. Com relacao a sensibilidade insulinica, ve-
rificamos que o grupo P. ostreatus 500 mg/kg apresentou maior sensibilidade em re-
lagdo aos demais grupos. Embora n&o significativo, a constante de decaimento da
glicose apresentou tendéncia de elevacao nos grupos P. ostreatus 500 mg/kg e 1000
mg/kg. Neste contexto, o presente estudo demonstrou que o cogumelo da espécie
Pleurotus ostreatus aumenta a sensibilidade a insulina e, assim, apresenta grande
potencial para ser utilizado na prevencéao e/ou tratamento do Diabetes Mellitus. Neste
contexto, a dose de 500mg/kg foi mais efetiva na regulagéo glicémica, além de ndo
ter influenciado no ganho de peso, na ingestdo alimentar e na ingestdo de agua ao
final de quatro semanas.



Palavras-chave: Glicose sanguinea. Ingestao alimentar. Insulina. Pleurotus.



Abstract

DEGRANDIS, Fabricio Tabelido. Pleurotus ostreatus improve the insulin sensitiv-
ity in healthy C57BL/6 mice. Advisor: Paulo Schenkel. 2021. 52p. Dissertation (Mas-
ter in Nutrition and Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Mushrooms are considered “superfoods” due to their various medicinal properties.
Among them, the species Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) is noteworthy for being
the most cultivated and used mushroom species in the cuisine of the southern region
of Rio Grande do Sul, for having several bioactive compounds and for having potential
for regulating blood glucose. In this context, the use of mushrooms as a non-medicated
alternative seems promising in attenuating insulin resistance, a disorder of glucose
metabolism related to several diseases. Thus, the aim of the present study was to
evaluate the influence of P. ostreatus on the blood glucose and insulin sensitivity of
mice. For the experiments, healthy C57BL/6 mice with approximately 60 days from the
central vivarium of the Federal University of Pelotas were used. As a starting point, we
carried out a pilot study to determine the acute in vivo influence of different doses of P.
ostreatus extract (500, 1000 and 2000 mg/kg) on the basal glycemia of the 4-hour
fasting mice. No significant differences were observed along the glycemic curve. Thus,
we chose to use the highest concentration in the second experiment (2000 mg/kg) to
analyze the influence of the extract on the oral glucose tolerance test (OGTT). The
extract was administered by gavage and after 60 minutes glucose was administered
2g/kg and blood glucose was measured at times 0, 30, 60 and 90 minutes. In this
experiment we were able to observe a higher glycemia in the group in which P. os-
treatus extract was previously administered in relation to the control. In a third experi-
ment, we separated the animals into 4 groups (n = 8): Control; P. ostreatus 500 mg/kg;
P. ostreatus 1000 mg/kg; P. ostreatus 2000 mg/kg. For this, the extract was prepared
in a concentration of 150 mg/mL and administered between 9am-10am according to
the pre-established dosage by gavage for 4 weeks. The control group underwent the
same procedures, but received a 0.9% NaCl solution. The body weight, food and water
intake were measured weekly. After 4 weeks, the animals were submitted to the insulin
sensitivity test (ITT), anesthetized with isoflurane and euthanized by exsanguination.
There were no significant differences in body weight. Food intake was significantly re-
duced in the P. ostreatus 500 mg/kg group in the first week and in the P. ostreatus
1000 mg/kg group in the second week. Water intake was significantly reduced in the
P. ostreatus 2000 mg/kg group in the first week, but later recovered in the other weeks.
With regard to insulin sensitivity, we found that the group P. ostreatus 500 mg/kg
showed greater sensitivity compared to the other groups. Although not significant, the
glucose decay constant showed an upward trend in the P. ostreatus 500 mg/kg and
1000 mg/kg groups. In this context, the present study demonstrated that the mushroom
of the species Pleurotus ostreatus increases insulin sensitivity and, therefore, has
great potential to be used in the prevention and/or treatment of diabetes mellitus. In
this context, the dose of 500 mg/kg was more effective in glycemic regulation, in addi-
tion to having no influence on weight gain, food intake and water intake at the end of
four weeks.
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1 Introducéo

O reino fungi abrange uma enorme diversidade de espécies, estimando-se que
existam de 500 mil a 5 milhGes de espécies de fungos distintos. Dentre estes desta-
cam-se 0s cogumelos com aproximadamente 2000 espécies com propriedades tera-
péuticas sendo cerca de 300 espécies comestiveis, 30 espécies domesticadas e 10
espécies comercializadas. Além de serem considerados iguarias na culinaria mundial,
apresentam cerca de 130 funcfes farmacologicas diferentes, utilizados comumente
para fins medicinais como pela pratica empirica milenar em paises asiaticos (CHANG;
WASSER, 2018, RATHORE et al., 2017, SANCHEZ, 2010).

A Asia é a maior produtora de cogumelos no mundo, seguida pela Europa e
Estados Unidos (FAO, 2021). No Brasil, os dados de producdo, consumo alimentar e
utilizacdo medicinal ainda sdo escassos, 0 que pode estar atrelado a uma questéo
cultural ou até mesmo a falta de subsidios para sua producdo em grande escala.

Os cogumelos sao considerados alimentos funcionais por apresentarem com-
postos quimicos com efeitos imunomoduladores, anti-hipertensivos, anti obesogéni-
cos, antioxidantes, anticancerigenos, entre outras. Dentre 0os macronutrientes, 0os co-
gumelos apresentam um bom aporte proteico e de fibras alimentares, além de serem
considerados um alimento com baixo teor energético. Quanto aos micronutrientes
destacam-se a vitamina B2, potassio, ferro e zinco (CHANG; WASSER, 2018, GOGA-
VEKAR et al., 2014, SARTORI et al., 2014).

Somado a isso, destacam-se por serem boa fonte de antioxidantes exdgenos
pelo fato de conterem em seu contetdo compostos fendlicos, principalmente o acido
galico e o &cido cafeico, os quais apresentam potencial capacidade de minimizar a
peroxidacao lipidica (RATHORE et al., 2017). Além disso, a presenca de beta-gluca-
nas, peptideos e proteinas bioativas nos cogumelos reforcam seu potencial de pre-
bidtico sobre a imunomodulag&o e agéo antitumoral (MUSZYNSKA et al., 2018).

Dentre varios cogumelos, os do género Pleurotus tém sido bastante utilizados
em pesquisas cientificas de forma in natura, na forma de extratos e com seus com-
postos isolados (WASSER, 2018). Dentro deste género, destacamos a espécie Pleu-

rotus ostreatus (P. ostreatus), a qual ja foi reportada na literatura por possuir diversos
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compostos bioativos e, assim como outras espécies de cogumelos, apresenta poten-
cial anti-inflamatério, anti-hipertensivo, antinociceptivo, hipocolesterolemiante, antioxi-
dante, antitumoral, etc (BARBOSA et al., 2020, DICKS; ELLINGER, 2020, WONG et
al., 2020, CILERDZIC et al., 2019, SYNYTSYA et al., 2009).

De fato, Dkhil et al. (2020) relataram a existéncia de cinco compostos fendlicos
presentes no P. ostreatus: acido galico, acido clorogénico, catequina, propilgalato e
acido cindmico. Como mencionado previamente, esses compostos bioativos apresen-
tam potenciais benéficos para saude e foram relacionados com a reducéo da presséo
arterial, da glicemia e da hemoglobina glicada em humanos (DICKS; ELLINGER, 2020,
CHOUDHURY et al., 2013, AGRAWAL et al., 2010).

Ja em estudos experimentais com a utilizagdo de animais, principalmente ratos
e camundongos, também foram evidenciados efeitos benéficos do P. ostreatus, prin-
cipalmente como antioxidantes, hipoglicemiante e, consequentemente, protetor de da-
nos hepaticos, cardiovasculares e renais (ZHU et al., 2019, NAGUIB et al., 2014).
Andlises in vitro foram mais além e demonstraram grande potencial do P. ostreatus
no auxilio do tratamento de doengas neurodegenerativas como, por exemplo, Alzhei-
mer e Parkinson (CILERDZIC et al., 2019). Outros estudos evidenciaram sua eficacia
no tratamento de alguns tipos de cancer de pulméo e de mama, efeitos atribuidos a
acdo antioxidante dos compostos fenélicos presentes no P. ostreatus (EL-DEEB et al.,
2019, CILERDZIC et al., 2019, RAHIMAH et al., 2019).

As propriedades dos cogumelos em diferentes apresentacdes, seja em forma
de extrato ou até mesmo in natura, sobre o metabolismo glicidico chamam atencéao.
Sabe-se que a insulina € um hormonio anabdlico importante que participa do metabo-
lismo glicidico por estimular a internalizacéo da glicose nas células por meio da trans-
locacdo dos seus receptores na membrana plasmatica. Em algumas situacfes pato-
l6gicas pode haver a necessidade de concentra¢cdes maiores de insulina para ser efe-
tiva na internalizagéo da glicose, disturbio conhecido como resisténcia insulinica (RI)
(GUTIERREZ-RODELDO et al., 2017, BEALE, 2013).

Nos ultimos 30 anos se observou-se um aumento dos casos de RI e estima-se

uma prevaléncia de até 30 %, a depender da populacdo estudada. Por ser altamente
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relacionada com a obesidade, o tratamento ndo farmacolégico mais utilizado é o su-
porte dietético. Tanto recomendac¢fes de modificacdes alimentares especificas como
0 aumento do consumo de fibras, diminuicdo do consumo de &lcool, reducéo do con-
sumo de produtos industrializados, bem como modelos dietéticos especificos (dieta
do mediterraneo, dieta DASH numa traducdo livre para Abordagem Dietética para in-
terromper a Hipertenséo e dietas Low Carb) tém sido propostos para o tratamento da
RI (MIRABELLI et al., 2020, GOLABEK; REGULSKA-ILOW, 2019).

Neste contexto, 0s cogumelos parecem promissores, pois tém mostrado acao
antidiabética e hipoglicemiante (SHEN et al., 2019, MUSZYNSKA et al., 2018, KIM et
al., 2016). Outrossim, a regulacdo de marcadores inflamatérios exercida pelos cogu-
melos parece ter um papel importante em mitigar a Rl (MATTHAEI et al., 2000, BEALE,
2013, KIM et al., 2016, GOLABEK; REGULSKA-ILOW, 2019, MIRABELLI et al., 2020,
TSIGALOU et al., 2021).

Apesar do crescente interesse em estudar os cogumelos, muitas lacunas nao
foram elucidadas e precisam ser investigadas. Neste cenario, merecem atencao estu-
dos que avaliem a composi¢ado quimica, as concentracdes e o tempo de administracao
dos cogumelos. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da
administracdo do extrato do cogumelo P. ostreatus sobre a glicemia e a sensibilidade

a insulina em camundongos C57BL/6 saudaveis.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo do cogumelo P. ostreatus sobre a glicemia e a sensibilidade a

insulina de camundongos C57BL/6 saudaveis.

2.2 Objetivos especificos

|. Determinar a atividade hipoglicémica aguda do extrato de P. ostreatus admi-
nistrado por via oral;

Il. Avaliar a atividade aguda do extrato de P. ostreatus no teste de tolerancia
oral a glicose;

lll. Avaliar a ingestdo alimentar e hidrica;

IV. Avaliar o peso corporal,

V. Determinar a influéncia do P. ostreatus sobre metabolismo glicidico.
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3 Reviséo bibliografica

Os fungos sao seres macroscopicos ou microscopicos, unicelulares ou plurice-
lulares, eucariotas (com um nucleo celular), heterétrofos. Na biologia, estes fazem
parte do reino fungi, dividido em cinco filos: quitridiomicetos, ascomicetos, basidiomi-
cetos, zigomicetos e os deuteromicetos (NARANJO-ORTIZ; GABALDO, 2019). Esses
séo estruturados em pileo e estipe, e tais estruturas ndo estdo necessariamente pre-
sente em todos os cogumelos (MILES; CHANG, 2004).

Sao chamados de cogumelos a parte visivel de alguns fungos, conhecidos
como corpos de frutificacdo. Essa parte possui 0s esporos, 0s quais Sao responsaveis
pela reproducéo, e tem em sua base filamentos ramificados denominados hifas que
iniciam sua formacdao tubular por meio de esporos, que se ramificam diversas vezes
assim criando o micélio vegetativo (CARLILE et al., 2001).

No que diz respeito ao cultivo, este € composto por uma série de etapas desde
0 manuseio do substrato até o armazenamento adequado, 0 que acaba diminuindo o
interesse por parte da agricultura de producdo. Segundo a recente revisao de Chang
e Wasser (2018), os seguintes meios de cultivo sdo utilizados para o crescimento dos
cogumelos:

a) residuos de frutas frescas: Lentinulla, Pleurotus, Flammulina, Auricularia,
Pholiota, Tremella, Agrocybe, Ganoderma e Coprinus; b) pequenas quantidades de
material compostado: Volvariella, Stropharia e Coprinus; ¢) material compostado: Aga-
ricus; d) no solo e em humus: Lepiota, Lepista, Morchella e Gyromitra; e) cogumelos
micorrizicos: Boletales, Cantharellus, Amanita, Tuber, Tricholoma matsutake e Lacta-
rius. Esses autores relataram também a importancia de outros fatores que devem ser
controlados como adequacao quimica, fisica e atividade microbiana do cogumelo
(CHANG; WASSER, 2018).

O consumo de cogumelos é uma tradicdo em diversos paises, especialmente
nos paises asiaticos e na regiao Sul e Centro-leste da Europa. De maneira historica,
parece gue o cultivo de cogumelos teve inicio especialmente na China por volta do
ano 600 (AIDA et al., 2009). Tradicionalmente, a China é o pais com maior producao

de cogumelos no mundo, sendo o continente Asiatico responsavel por dois tercos de
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toda producdo mundial. Além da China, paises como Espanha, Australia e india se
destacam na producdo de cogumelos em uma boa escala dentro do panorama mun-
dial (FAO, 2021).

Considerados iguarias pela sua textura e sabor, os cogumelos possuem um
grande valor nutricional, contendo um alto teor de proteinas, aminoacidos essenciais,
fibras e baixo teor de gordura. Somado a isso, possuem propriedades farmacoldgicas,
incluindo propriedades antimicrobianas, antivirais, antitumorais, anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, hipoglicémicas e hepatoprotetoras, podendo ser considerados
um alimento funcional (ELLAN et al, 2019). Cabe reforcar que estes tém sido utilizados
tanto na gastronomia, como para fins terapéuticos e que existem aproximadamente
300 espécies de cogumelos comestiveis, porém apenas 30 espécies sdo domestica-
das e 10 espécies comercializadas (SACHEZ, 2009). Dos comestiveis, os mais culti-
vados sdo o Agaricus bisporus, comumente chamado de champignon, apés vem o
Lentinus edodes, o shiitake, Pleurotus spp., também chamado de cogumelo ostra, Au-
ricularia auricula, o cogumelo orelha de pau, e Volvariella volvacea ou cogumelo palha
(CHIAVEGATTI et al., 2018).

N&o é de hoje que as escolhas alimentares sdo uma preocupacédo como influ-
enciadoras de adaptacdes fisiologicas e fisiopatoldgicas. Desde os tempos antigos 0s
nutracéuticos obtidos através dos cogumelos séo utilizados com o intuito de tratar do-
encas (RATHORE et al., 2017). Seus compostos bioativos, que ndo sao considerados
nutrientes, parecem, de fato, ter propriedades farmacoldgicas e nutracéuticas como,
por exemplo, capacidade de inibir o estresse oxidativo por estimular adaptacdo dos
enzimas antioxidantes endégenas (BASTOS et al., 2009).

Neste contexto, atribui-se aos compostos fendlicos presentes a acdo antioxi-
dante, sendo os principais o acido gélico e o &cido cafeico (RATHORE et al., 2017,
KATHUN et al., 2013). Somado a isso, tem sido mostrado que 0s cogumelos in natura
ou seus polissacarideos isoladamente apresentam acao importante no funcionamento
do trato gastrointestinal, bem como séo capazes de influenciar proteinas imunomodu-
ladoras com atividades antiproliferativas e antitumorais (RATHORE et al., 2017, VAL-
VERDE et al., 2015).
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O género Pleurotus spp., conhecido popularmente como cogumelo ostra, shi-
meji ou hiratake, sao fungos saprofiticos pertencentes a familia Pleurotaceae que pos-
suem cores variadas de acordo com a espécie e as condi¢cdes de cultivo (CHANG;
MILES, 2004). Ocupam a terceira posicdo no que diz respeito a producdo de
cogumelos comestiveis no mundo (SARTORI et al., 2011). Aproximadamente 30
espécies de Pleurotus comestiveis sdo conhecidas e, dentre estas, destacam-se a P.
djamor, P. sajor-caju, P. eryngii e P. citrinopileatus e o P. ostreatus.

Esta ultima possui um chapéu convexo, cor acinzentada ou branca e um dia-
metro de 5 a 15 centimetros. Na parte inferior do chapéu, suas laminas encontram-se
dispostas radialmente, sendo bem estreitas. Seus pés laterais sdo pilosos e curtos,
quando comparados ao diametro do seu chapéu, sua parte comestivel tem coloracéo
branca, apresentando aroma intenso e agradavel (BARBADO, 2003).

O ciclo de producéo do P. ostreatus € rapido, visto que necessita de menos de
30 dias do inicio do desenvolvimento vegetativo até estar pronto para consumo, tendo
em condi¢cdes adequadas até trés ciclos produtivos. Diante da rapidez do seu cresci-
mento e a facilidade de cultivo, tornou-se uma opc¢ao atrativa em escala industrial,
principalmente a partir da década de 70, no século passado, quando passou a ser um
dos cogumelos comestiveis mais cultivados no mundo (MANDEEL et al., 2005, APATI,
2004).

No que tange a composic¢ao nutricional, alguns estudos analisaram o P. ostre-
atus, e foi observado que a cada 100g de massa seca tem-se 2,24g de gordura,
40,53¢g de carboidratos totais, 9,459 de fibra bruta e 16,219 de proteina bruta (BONA-
TTI et al., 2003). No estudo de Lebeque et al. (2018) foram avaliadas as quantidades
de ferro, magnésio e outros micronutrientes, e verificaram que em 100g de P. ostrea-
tus ha aproximadamente 50mg de ferro e 343mg de magnésio. Ademais, esses auto-
res observaram, a cada 100g, a presenca de acido ascorbico (10,29mg), compostos
fendlicos (138mg) e beta-glucanas (1,54g), importantes componentes com bioativi-
dade e nutraceuticos (LEBEQUE et al., 2018).

Sobre os compostos fendlicos presentes nos cogumelos P. ostreatus, desta-
cam-se os achados de Dkhil et al. (2020) os quais relataram a existéncia de cinco

compostos fendlicos: acido galico, acido clorogénico, catequina, propilgalato e acido
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cinamico. Com relacédo a atividade prebiotica dessa espécie, Synytsya et al. (2009)
mostraram que o P. ostreatus séo fontes de glucanos biologicamente ativos. Somado
a isso, possuem polissacarideos que podem estimular o crescimento de micro-orga-
nismos ativos no colon, denominados de probioticos, reforcando a acdo benéfica,
como exemplo dos géneros de Lactobacillus e de Bifidobacaterium.

E nitida a relevancia do P. ostreatus como objeto de estudo para avangos no
campo cientifico. Por ser um cogumelo com importante atividade antioxidante e pre-
bidtica, parece promissor no auxilio do tratamento de diversos tipos de doencas (BAR-
BOSA et al., 2020, DICKS; ELLINGER, 2020, CILERDZIC et al., 2019, RAHIMA et al.,
2019, ZHU et al., 2019, SONG et al., 2018, SYNYTSYA et al., 2009). De fato, neste
cenario, tem sido mostrado que este possui propriedade hipoglicemiante, sendo con-
siderado um alimento funcional no diabetes mellitus, assim como propriedades anti-
carcinogénicas, antivirais, imunoestimulante e com capacidade de regular os niveis
de lipidios sanguineos (AHMED et al., 2020, BANUKIE et al., 2020).

Baeva et al. (2020) demonstraram efeitos hipocolesterolémicos e antinocicep-
tivos em animais e pacientes que consumiram basidiocarpos de P. ostreatus, desta-
cando a presenca do B-d-glucano como um polissacarideo capaz de agir como imu-
nomodulador, antitumoral e antioxidante. Com relacéo ao status antioxidante, Schnei-
der et al. (2011) verificaram uma diminuic&o significativa de 11 % na lipoproteina de
baixa densidade (colesterol LDL) oxidada em pacientes com hiperlipidemia apés trés
semanas de tratamento. A influéncia antioxidante do P. ostreatus tem sido associada
a presenca de composto fendlicos, como observado na analise fitoquimica publicada
por Rahimah et al. (2019).

Sobre aspectos cadiometabdlicos e a acado do P. ostreatus, uma importante
revisdo sobre o tema foi publicada recentemente por Dicks e Ellinger (2020). A revisao
se concentrou em estudos que avaliaram o efeito do P. ostreatus como cogumelo
inteiro, bem como, seus extratos em marcadores relacionados com metabolismo gli-
cémicos, lipidicos, saude cardiovascular, peso e apetite em adultos. No total, foram
analisados oito estudos para demonstrar os importantes efeitos da ingestao de P. os-

treatus, principalmente no metabolismo lipidico e glicémico.
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Em um destes estudos, Choudhury et al. (2013) verificaram uma importante
reducdo de 13 % na hemoglobina glicada em homens diabéticos tratados com 3g de
P. ostreatus durante trés meses. Ainda no mesmo estudo, homens com sobrepeso ou
obesidade mostraram uma reducéo de 12 % no colesterol total e 19 % no LDL. Ja em
marcadores como pressao arterial, ndo foi observado qualquer alteracéo significativa
(CHOUDHURY et al., 2013). Por outro lado, Khatun et al. (2007) verificaram acao
efetiva do P. ostreatus na reducdo da presséo arterial de 17 homens e 13 mulheres
diabéticos, quando administrado 50g do cogumelo cozido, trés vezes ao dia (150g/dia),
durante 24 dias consecutivos.

Com relagéo ao peso corporal, Schneider et al. (2011) ndo observaram dife-
renga significativa na diminuigdo do peso corporal, corroborando com os achados de
Khatun et al. (2007) que, apesar dos achados em nos homens e mulheres diabéticos
com relacdo a melhora de metabolismo glicémico e lipidico, o cogumelo ndo mostrou
diferenca significativa no peso dos sujeitos. E provavel que o periodo de intervencéo
em ambos estudos tenha sido curto para se avaliar redugéo no peso, sendo 21 dias
no trabalho de Schneider et al. (2011) e 24 dias de intervenc¢é&o no trabalho de Khatun
et al. (2007).

Como ja mencionado previamente, a insulina € um hormdnio muito importante
que atua na regulacdo da glicemia. Quando a glicemia estd aumentada as células 3
pancreaticas sdo estimuladas a sintetizarem e secretarem insulina na corrente san-
guinea. Essa é entdo reconhecida por um receptor de membrana que desencadeia
estimulos para translocacéo dos receptores de glicose na membrana plasmaticas das
células. Assim, a insulina induz a captacao da glicose e, consequentemente, reduz a
glicemia (GROOPER et al., 2011).

Acredita-se que a patogénese da resisténcia insulinica esteja atrelada com di-
versos fatores, desde alteragBes genéticas ao estilo de vida das pessoas (BEALE,
2013). Ademais, possui forte relacdo com diversas doencas, principalmente com dia-
betes do tipo 2, obesidade e sindrome metabdlica (SINAIKO; CAPRIO, 2012). Para
seu diagnéstico, o teste de Clamp euglicémico-hiperinsulinémico é considerado pa-
drao ouro (HGJLUND, 2014).
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Tendo em vista essa relacdo da Rl com diversas doencas, em especial a sin-
drome metabdlica, torna-se evidente sua relevancia como um dos principais objetos
de pesquisa. De fato, o numero de estudos nesse tema tem crescido nos ultimos anos
(GROOPER et al., 2011). Alguns modelos dietéticos, suplementos e exercicio fisico
sao constantemente testados na tentativa de atenuar ou reverter a Rl (OUDOT et al.,
2012).

No campo de modelos dietéticos, h& vasta literatura que mostra seus beneficios,
em especial quando acompanhada de melhora na composicéo corporal (ADEVA-AN-
DANY et al., 2019, KIRKPATRICK et al., 2019). Neste contexto, a dieta mediterranea,
principalmente pelo conteddo de alimentos com boa propriedade anti-inflamatoria e
antioxidante, parece ser eficaz contra a Rl (MIRABELLI et al., 2020). Além disso, ou-
tras dietas que modulam a microbiota intestinal, controlam o peso corporal, apresen-
tam baixo indice glicémico e séo livres de produtos ultra processados parecem favo-
recer a acao da insulina sobre seus receptores (TSIGALOU et al., 2021, MIRABELLI
et al., 2020).

No campo de suplementacéo e alimentacao, o P. ostreatus parece ser um ali-
ado no controle glicémico. Xiong et al. (2018) avaliaram a influéncia in vivo e in vitro
do P. ostreatus e mostraram que este é capaz de estimular a expressao e translocacao
de glucose transporter type 4 (GLUT-4). Zhang et al. (2016) demonstram em seu es-
tudo resultados similares, administrando doses de 100, 200 e 400mg/kg de P. ostrea-
tus, as quais reduziram a glicemia de animais diabéticos por estimularem a transloca-
cdo de GLUT4 para membrana.

Somado a isso, Ravi et al. (2013) mostraram efeitos benéficos do P. ostreatus
sobre a funcéo renal, colesterol e triglicerideos de ratos com diabetes do tipo 2. Em
seres humanos, dose de apenas 50mg/kg de P. ostreatus foi suficiente para melhorar
a resposta insulinémica e a glicemia (JAYASURIYA et al., 2014).

Por fim, destacamos que, embora 0 nUmero de pesquisas com cogumelos te-
nha crescido nas ultimas décadas, ainda ha uma grande lacuna para ser explorada.

Dentre os principais pontos, o tipo de cogumelos, seu preparo e administragéo pare-
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cem ser determinantes. Neste contexto, o presente estudo visa contribuir adicional-
mente com conhecimentos prévios, para melhor entender as acdes deste no orga-

nismo.
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4 Material e métodos

4.1 Local de realizacdo

A pesquisa foi desenvolvida nas dependéncias do Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e no Biotério Central
da Universidade Federal de Pelotas, ambos localizados no Campus Capéao do Le&o.

4.2 Obtencéao do extrato

Foi utilizada a linhagem pertencente a colecdo da empresa Fungi Brasilis - Bi-
guacu - SC sob denominacéao #90 de Pleurotus ostreatus. Os basidiomas foram culti-
vados em sacos de polipropileno, contendo 3kg de substrato a base de capim Tifton,
serragem de eucalipto, farelo de trigo, gesso e CaCos. Primeiramente, o capim foi
umedecido overnight (maceracéo) e posteriormente misturado aos outros componen-
tes na proporcgéao de 60 % tifton, 20 % serragem de eucalipto, 15 % farelo de trigo, 2 %
CaCos e 3 % gesso.

A mistura foi acondicionada em sacos de polipropileno e pasteurizados a 85°C
por 8h em camara de vapor. Apos o resfriamento, foi usado 2% de in6culo crescido
em graos de trigo. O material foi incubado por 30 dias a 25° e apés a colonizacao
foram abertos para a obtencdo dos basidiomas em umidade relativa do ar entre 70 a
90 %. Todo o processo foi desenvolvido nas dependéncias da empresa Colonial Fungi
em Pelotas - RS

Os cogumelos foram secos em desidratador (Funkitchen®) durante 8h, a 50°C,
triturados em moedor (Cadence®) e armazenados a 4°C. Posteriormente, 200g de
cogumelo em pé seco e 2000ml de etanol 70 % foram colocados em um sistema de
refluxo por 30min a 100°C. Feito isso, a mistura sera filtrada sob vacuo e a fragéo
soltuvel em etanol sera evaporada em um evaporador rotativo (modelo 803, Fisatom).
O residuo insoltvel em etanol sera re-extraido com 2000mL de 4gua por 1h no mesmo
sistema. Ao final, os extratos foram agregados e liofilizados até que o extrato seco
fosse obtido (GAMBATO et al., 2018).
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4.3 Considerac0des éticas

Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comiss&o de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA/UFPel — n°. 24735-2020) e estdo de acordo com
a Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, que estabelece normas para a Prética Dida-
tico-Cientifica da Vivissecgdo de animais; dos Principios Eticos na Experimentac&o
Animal, formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal; assim como
aguelas contidas nos Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomé-
dica envolvendo Animais provenientes do Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS) (GOLDIM, 1997).

4 .4 Célculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral foi utilizado o programa SigmaPlot 12.0,
considerando: probabilidade de erro a = 0,05 e poder do teste estatistico (1 —3) = 0,90,
chegando a oito (n=8) animais por grupo, totalizando 32 animais (n=32) (BLANCHE
et al., 2019).

4.5 Animais

Foram utilizados 32 camundongos C57BL/6 machos com aproximadamente 60
dias, alojados em gaiolas de polipropileno (65 x 25 x 15 cm) cobertas por maravalha,
com tampa em arame galvanizado, bebedouro em polipropileno com capacidade de
700mL, rolha conica de borracha e bico de aco inoxidavel reto. Foram divididos de
acordo com o tratamento, disposto no item 4.6, em oito caixas contendo quatro ani-
mais em cada caixa.

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Pe-
lotas sob condi¢cbes adequadas de temperatura e umidade (22-24°C e 40-60%, res-
pectivamente), e ciclo de claro/escuro de 12h, recebendo ragdo padrédo do biotério

(marca Nuvilab®@) e agua ad libitum.
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4.5.1 Estudo piloto para determinagéo da acéo aguda do P. ostreatus sobre a glicemia

Primeiramente, os animais foram divididos em trés grupos (n=4/cada) e sub-
metidos a administracdo de extrato de P. ostreatus por via oral, apés jejum de 4h, nas
seguintes concentracdes: 500, 1000 e 2000mg/kg em dose Unica. A glicose sanguinea
foi mensurada utilizando glicosimetro (AccuChek Active, Roche DiagnosticsR, USA)
nos seguintes tempos: 0, 30, 60 e 90 minutos (NG et al., 2015).

4.5.2 Influéncia do P. ostreatus no teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Amparados pelos achados da acdo aguda do P. ostreatus sobre a glicemia,
optamos pela utilizacdo de dose Unica desse extrato na concentracdo de 2000mg/kg
por 60min. Portanto, 72h apds a primeira andlise, os animais foram divididos em dois
grupos (n=5/cada): Controle e P. ostreatus.

No grupo P. ostreatus foi administrada dose Unica de extrato por via oral, en-
guanto que o grupo Controle recebeu solucdo de NaCl 0,9 % pela mesma via. Passa-
dos 60min, o TTOG foi iniciado com a administracéo de solucéo de glicose (2g/kg) por
via oral e mensurada a glicemia utilizando glicosimetro (AccuChek Active, Roche Di-
agnosticsR, USA) nos seguintes tempos: 0, 30, 60 e 90 minutos (NG et al., 2015).

4.6 Tratamento com Pleurotus ostreatus

Apbs o estudo piloto, foi iniciado o tratamento com o extrato de P. ostreatus.
Para isto, foi preparada uma solucao de extrato na concentracédo de 150mg/mL e ad-
ministrado diariamente (entre 9-10h) por gavagem intragastrica por 4 semanas inin-

terruptas (XIONG et al., 2017) conforme os grupos abaixo (n=8/ cada):

1. Controle (C): camundongos tratados com veiculo (solucéo fisiolégica (NaCl 0,9 %).
2. Pleurotus ostreatus 500 mg/kg (P. ostreatus 500): camundongos tratados com 500

mg/kg do extrato.
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3. Pleurotus ostreatus 1000mg/kg (P. ostreatus 1000): camundongos tratados com
1000 mg/kg do extrato.
4. Pleurotus ostreatus 2000mg/kg (P. ostreatus 2000): camundongos tratados com
2000 mg/kg do extrato.

4.6.1 Peso corporal e ingestédo alimentar e de agua

Os animais foram pesados semanalmente para mensurac¢do da variacao do
peso corporal. A ingestao de racdo e de agua foi mensurada por caixas e normaliza-
das dividindo o valor pelo numero de animais. Ou seja, foi feita uma estimativa das
ingestdes individuais (COSTA, 2019).

4.6.2 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Ao final do periodo de tratamento foi realizado o TTI por meio da aplicacdo de
uma injecao intraperitoneal de insulina (0,5U/kg de peso corporal) apds 4h de jejum.
Os niveis de glicose sanguinea foram mensurados utilizando glicosimetro (AccuChek
Active, Roche DiagnosticR, USA) nos seguintes tempos: 0, 5, 20, 35 e 60 minutos
apos a injecao de insulina (GARCIA et al., 2019).

4.6.3 Constante de decaimento da glicemia (KITT)
A constante de decaimento da glicemia foi calculada tomando como base a
variagdo relativa da glicemia entre os tempos 5 e 20min do TTI. O calculo realizado

conforme descrito previamente descrito por Bonora et al. (1989).

KITT = (Glicemia no tempo 5min — Glicemia no tempo 20min)

Tempo em minutos

4.7 Eutanasia
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Logo apds o TTI, os animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados
por exsanguinagao. Amostras de sangue foram coletas em tubos com EDTA, o plasma
foi separado e armazenado para futuras analises bioquimicas (AST, alanina amino-
transferase (ALT), creatinina e ureia). Os tecidos foram acondicionados em formalina
10%, seguido de alcool 70% para o preparo de material visando futuras analises his-

tologicas.

4.8 Descarte de materiais bioldgicos e quimicos

As carcacas dos animais eutanasiados foram dispensadas em saco plastico
fechado e depositados em bombona com tampa para recolhimento por empresa es-
pecializada. Materiais toxicos e contaminados foram tratados conforme protocolo da

instituicao.

4.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM). As
analises foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 6. Teste t de Student
foi utilizado para comparacgdes entre dois grupos (glicemia basal). ANOVA com medi-
das repetidas foi utilizada para analise do peso corporal, consumo alimentar, consumo
de 4gua e curvas glicémicas. Foi utilizado o teste de Bonferroni como complementar

as andlises de variancia, aceitando o nivel de significancia de 5%.
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5 Resultados
5.1 Resultados do estudo piloto
5.1.1 Determinacdo da acao aguda do P. ostreatus sobre a glicemia
Primeiramente foi testado se o extrato de cogumelo da espécie P. ostreatus
alterava a glicemia dos animais quando administrado em diferentes concentracfes por
via oral. A glicemia basal média foi de 150 + 6,9mg/dL. N&o foi observada diferenca

significativa entre os grupos nos respectivos tempos experimentais. Dados expressos

como média £ EPM da variagdo da glicemia basal (n=4/grupo). (Figura 1).
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Figura 1. Curva glicémica com extrato de Pleurotus ostreatus administrado em diferentes concentra-
¢bes por via oral.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.1.2 Influéncia do P. ostreatus no teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

A Figura 2 mostra a glicemia média dos camundongos 60min apds administra-
cdo de dose unica de P. ostreatus por via oral na concentracdo de 2000mg/kg ou

veiculo (grupo controle). Apesar do grupo P. ostreatus ter apresentado uma glicemia
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menor, esta ndo foi significativa em relacéo ao controle (P=0,1896). Dados expressos
como média £ EPM (n=5/grupo).
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Figura 2. Niveis de glicemia apés 60 minutos da administracdo de Pleurotus ostreatus (2000mg/kg).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A Figura 3A e 3B mostram a influéncia do P. ostreatus sobre o teste oral de
tolerancia a glicose. O grupo tratado com extrato de P. ostreatus apresentou glicemia

significativamente maior aos 30min do TTOG. Nao foi observada diferenca significa-
tiva nos demais tempos do teste.
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Figura 3. Influéncia do Pleurotus ostreatus no teste de tolerancia oral a glicose (TTOG).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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A) curva glicémica. B) area sob a curva. Dados expressos como variacao da
glicemia (%) (n=5/ grupo)?.

5.2 Resultados do tratamento com P. ostreatus

5.2.1 Peso corporal e ingestdo alimentar e de 4gua

O peso corporal ndo apresentou variacdes significativas ao longo das quatro
semanas de tratamento. Dados expressos como média £+ EPM (n=6-8/grupo). (Figura
4).
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Figura 4. Variacdo do peso corporal ao longo de quatro semanas de tratamento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A ingestdo alimentar média por camundongo no inicio do experimento foi de
1,569 por dia. A Figura 5 apresenta as varia¢cdes da ingestédo alimentar ao longo do

tempo experimental. Na analise por grupos, observou-se que o grupo tratado com P.

1 * Diferenca significativa versus grupo controle aos 30min (P<0,05).

** Diferenca significativa versus grupo controle (P<0,05).
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ostreatus 500mg/kg apresentou menor consumo alimentar ao final da primeira se-
mana, quando comparado com 0s grupos controle e P. ostreatus 2000mg/kg. Na se-
gunda semana, observou-se que o grupo P. ostreatus 1000mg/kg apresentou menor
consumo alimentar em relacdo ao controle e P. ostreatus 2000mg/kg. Ja ao final da
terceira semana experimental, o consumo alimentar do grupo P. ostreatus 500mg/kg
aumentou em relag&o a primeira semana, voltando para valores semelhantes ao basal.

Dados expressos como média + EPM (n=6-8/ grupo)?.
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Figura 5. Andlise da ingestéo alimentar ao longo de quatro semanas experimentais.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A ingestdo de agua média por camundongo no inicio do experimento foi de
3,03mL por dia. A Figura 6 apresenta as variacdes da ingestdo de agua ao longo do

tempo experimental. Observou-se que a ingestdo de agua foi significativamente menor

2 * a diferencga significativa vs grupo P. ostreatus 500 na primeira semana (P<0,05).

b diferenca significativa vs grupo P. ostreatus 1000 na segunda semana (P<0,01).
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no grupo P. ostreatus 2000mg/kg ao final da primeira semana em relacdo aos demais

tempos experimentais. Dados expressos como média + EPM (n=6-8/ grupo)2.

. 3 Controle
= BB 500mglkg
g 200- 1000mg/kg
5’ Bl 2000mg/kg
= 1504 L% 1
@
T
*§ 1001
[}
>
£ 50+
0
S
2
2

Semanas

Figura 6. Andlise da ingestédo de agua ao longo de quatro semanas experimentais.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.2.2 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Quando submetidos ao TTI foi observada variacdo da glicemia ao longo do
tempo (P<0,0001). Os grupos P. ostreatus 500mg/kg e P. ostreatus 2000mg/kg apre-
sentaram elevacéo significativa da glicemia aos 5 min em relag&o as respectivas gli-
cemias no inicio do teste. Aos 20 min, a glicemia foi reduzida significativamente no
grupo P. ostreatus 500mg/kg em relacdo ao respectivo grupo aos 5 min. Resultados

expressos em variacéo percentual da glicemia (n=6/ grupo)*. (Figura 7).

3 * Diferenca significativa vs grupo P. ostreatus 2000mg/kg na primeira semana (P<0,05).

4 *a diferenca significativa do grupo P. ostreatus 500mg/kg 5min vs P. ostreatus 500mg/kg O min
(P<0,05). b diferenca significativa do grupo P. ostreatus 2000mg/kg 5min vs P. ostreatus 2000mg/kg
Omin (P<0,01). # diferenca significativa do grupo P. ostreatus 500mg/kg 20min vs P. ostreatus
500mg/kg 5min (P<0,05).
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Figura 7. Teste de tolerancia a insulina (ITT) ao final do periodo experimental.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Também avaliou-se a constante de decaimento da glicemia entre os tempos 5
e 20 min e, embora tenha-se encontrado grande variacdo entre os grupos, nao foi
observada diferenca significativa. Resultados expressos em média + desvio padréo
da média (n=6/grupo). (Figura 8).

3-
3 Controle

.g &3 500mg/kg
® 2. = 1000mg/kg
§ EE 2000mg/kg
=)
S
- 1 T
=
X

0 .

Figura 8. Constante do decaimento da glicemia (KITT).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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6 Discusséao

Os resultados do presente estudo indicam que o extrato de P. ostreatus apre-
senta potencial em melhorar o metabolismo glicidico por aumentar a sensibilidade a
insulina. Ao realizarmos um comparativo com doses variadas de extrato, verificamos
gue neste contexto a dose de 500mg/kg foi a mais promissora.

Muitos estudos ja& foram realizados utilizando o cogumelo da espécie P. ostre-
atus em diferentes modelos experimentais, apesar disso, poucos avaliaram as possi-
bilidades de sua utilizacdo com relacdo ao controle glicémico (XIONG et al., 2018,
ZHANG et al., 2016, JAYASURYIA et al., 2015, RAVI et al., 2013). Adicionalmente,
salientamos que no presente estudo foram avaliados animais saudaveis, sem qual-
quer injaria induzida experimentalmente por medicamentos, cirurgias e dietas, dife-
rente dos demais estudos em que a influéncia do P. ostreatus foi avaliada no diabetes
mellitus por dietas hiperlipidicas (ANANDHI et al., 2013), streptozotocina (ZHANG et
al., 2016) e aloxana (RAVI et al. 2013, JAYASURYIA et al., 2012).

N&o sdo comuns estudos que apresentem a influéncia direta in vivo de cogu-
melos sobre a glicemia em animais saudaveis. Podemos citar o estudo de Ng et al.
(2015), em que foi mostrado o efeito hipoglicemiante do cogumelo P. sajor-caju em
ratos Wistar 6h apds sua administracao por via oral nas doses de 750 e 1000mg/kg.
Ademais, no mesmo estudo foi relatado que tais doses de extrato aquoso de cogumelo
se mostraram hipoglicemiantes de forma semelhante a metformina, droga comumente
utilizada por pacientes com diabetes mellitus para o controle glicémico (NG et al.,
2015).

Portanto, no presente estudo avaliou-se primeiramente se o P. ostreatus apre-
sentava alguma influéncia direta e isolada sobre a glicemia. Para isso, foi realizada
uma curva glicémica ap0s a administracdo do extrato de P. ostreatus aguda por via
oral. Apesar da pequena oscilacdo ao longo do tempo, as doses de 1000mg/kg e
2000mg/kg apresentaram oscilagéo negativa na glicemia, com menores valores apés
60min, apesar de tais oscilagdes nao serem significativas. Portanto, optou-se pela es-
colha da maior concentracdo e com tempo hébil para testar a influéncia do extrato
sobre o TTOG.
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Embora na maioria dos estudos o TTOG seja realizado com administracao de
glicose (2g/kg) por via intraperitoneal (ANDRIKOPOULOS et al., 2008, PEDRO et al.,
2020), no presente estudo optou-se pela administragdo de glicose por via oral para
também avaliarmos a influéncia do extrato de P. ostreatus sobre a absorcéo glicémica
no trato gastrointestinal. Apesar de nao ter sido significativa, o grupo que recebeu
2000mg/kg de P. ostreatus apresentou uma tendéncia de reducdo da glicemia apdés
60min.

Cabe salientar que no presente estudo foi realizado jejum prévio de 4h para
analise da atividade aguda do P. ostreatus na glicemia, enquanto periodos de 2-3
vezes maiores de jejum foram realizados em outros estudos (ZHANG et al., 2016,
CHEN et al., 2016). E possivel que em periodos mais prolongados a diferenca na
glicemia observada no presente estudo tivesse sido significativa, embora periodo su-
perior a 4h de jejum seja desaconselhado pelas comissdes de ética em experimenta-
¢cado animal. Ainda que nao significativos, os resultados do presente estudo vao ao
encontro de estudos prévios que verificaram agéo hipoglicemiante de diversos cogu-
melos, geralmente associada com sua capacidade de inibir as enzimas a-amilase e
a-glicosidase (PAPOUTSIS et al., 2021, CHEN et al., 2017, WU et al., 2014, SU et al.,
2013).

De fato, Seto et al. (2009) ao utilizarem a espécie Ganoderma lucidum nas do-
sagens de 0,3g por kg de peso corporal do extrato tanto em camundongos obesos
guanto saudaveis demonstraram diminuicao dos niveis de glicose plasmatica. Se tra-
tando da espécie Pleurotus a literatura é bem clara ao mostrar evidéncias sobre sua
ac&o hipoglicemiante. A exemplo, o estudo com Pleurotus soja-caju de Ng et al. (2015)
ao trabalharem com dosagens de 500, 750 e 1000mg/kg de peso corporal do extrato
em ratos diabéticos, sendo a dose de 750mg/kg a mais eficaz para promover a redu-
¢cdo em glicose sanguinea.

O Pleurotus cystidiosus também apresentou eficacia na atividade hipoglicemi-
ante no estudo de Jayasuryia et al. (2012) nas doses de 250, 500, 750, 1000 e
1250mg/kg de peso corporal em ratos Wistar induzidos ao diabetes mellitus com
aloxana. Em outros animais como coelhos a espécie Pleurotus tuberregium nas doses

de 100, 200 e 300mg/kg de peso corporal foram eficazes para diminui¢cdo da glicemia
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em coelhos induzidos ao diabetes (ONUEKWUZU et al., 2019), assim como, 0s estu-
dos j& citados com o P. ostreatus e sua ac¢do hipoglicemiante (XIONG et al., 2018,
RAVI et al., 2016, ZHANG et al., 2016).

Curiosamente, observou-se no presente estudo maior oscilacdo glicémica do
grupo 2000mg/kg 30min apds receber glicose por via oral no TTOG, contrapondo 0s
achados da literatura (XIONG et al., 2018, ZHANG et al., 2016, RAVI et al., 2013,
JAYASURYIA et al., 2012). Para chegar ao sangue, a glicose é transportada em con-
junto com o sédio por transportadores chamados de co-transportador de sodio-glicose
1 (SGLT1) presentes na borda em escova dos enterdcitos (RODER et al., 2014). Es-
ses transportadores realizam o simporte contra o gradiente de concentragédo da gli-
cose e sao expressos em maior quantidade quando expostos a carga de glicose ou
analogos (RODER et al., 2014).

Neste contexto, é possivel que a exposicdo dos enterdcitos aos sacarideos
presentes no extrato do cogumelo tenham promovido maior exposicao dos SGLT1
que resultou em uma maior absorcao de glicose aos 30min. Cabe reforcar que esse
tipo de transportador é limitado por sua quantidade presente na membrana, pela ve-
locidade na sua mudanca conformacional e pelo gradiente de concentracdo gerado
pelo transportador ativo primario (RIEG; VALLON, 2018). Somado a isso, o extrato de
P. ostreatus pode apresentar alteracdes na motilidade e na microbiota do trato gas-
trointestinal e, assim, influenciar no transito da glicose oferecida por via oral. Neste
contexto, futuros experimentos se fazem necessarios para determinar essa influéncia
sobre os enteradcitos.

Outra influéncia importante da suplementacdo com cogumelos que deve ser
levada em consideracédo € com relacédo ao peso corporal. Esse é basicamente regu-
lado pelo balanco energético, ou seja, pela razao entre 0 consumo e o gasto energé-
tico (MAHAN et al., 2018). No presente estudo, ndo observamos alteracdes significa-
tivas no peso dos animais ao longo de quatro semanas. Embora oscila¢gées tenham
sido observadas em determinados momentos, o consumo alimentar n&o foi diferente

entre o inicio e o final do periodo experimental.
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Outros estudos corroboram com nossos achados frente ao peso corporal e in-
gestao alimentar como o de Xiong et al. (2017) que, ao utilizar o ergosterol um fitoes-
terol presente no P. ostreatus em camundongos tratados com dieta hiperlipidica, ndo
observou diferencas no peso corporal e ingestao alimentar dos animais avaliados. Ao
encontro disto, porém em estudos com seres humanos, Khatun et al. (2007) mostrou
que a utilizacéo de P. ostreatus durante investigacao de 24 dias em sujeitos diabéticos
nao teve efeito na alteragao do peso corporal.

O mesmo foi observado no estudo de Schneider et al. (2011) ao avaliarem 20
sujeitos saudaveis durante 21 dias com P. ostreatus, interessantemente ambos traba-
Ihos mostraram excelente potencial hipoglicemiante dos cogumelos no controle glicé-
mico. Ha de se ressaltar que o periodo de avaliacdo do presente estudo foi de quatro
semanas e que talvez periodos mais longos devam ser estudados para uma analise
mais precisa. Estudos posteriores com maior periodo de avaliacdo e compreensao de
sistemas que expliguem o motivo do P. ostreatus possuir ou ndo agao sobre apetite e
peso corporal sdo pertinentes.

Ja a ingestdo de agua é um comportamento relacionado com a ativacdo dos
centros reguladores da sede no hipotalamo. Dentre varias influéncias, esse é ativado
pelo aumento da osmolaridade plasméatica que, por sua vez, é determinada pela razao
entre solutos e solventes. Ou seja, a absorc¢ao de solutos no trato gastrointestinal deve
ser acompanhada da absor¢édo de agua para haver equilibrio na osmolaridade plas-
matica.

No presente estudo, observou-se um aumento significativo na ingestédo de agua
no grupo P. ostreatus 2000mg/kg da segunda semana em diante em relacéo ao seu
consumo na primeira semana de experimento. Embora néo significativas, as ingestdbes
de 4gua dos grupos P. ostreatus 500mg/kg e P. ostreatus 2000mg/kg apresentaram
reducdo na primeira semana, o que pode ter influenciado tal oscilagdo ao longo do
tempo. Ou seja, por ndo ser diferente do grupo controle e dos demais grupos, a inges-
tdo de agua no grupo P. ostreatus 2000mg/kg ndo parece estar associada com alte-
racOes significativas da osmolaridade plasmética, embora tal analise deva ser reali-

zada para confirmacgao em futuros estudos.
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Como mencionado previamente, cogumelos de diversas espécies tém apresen-
tado acao hipoglicemiante ou antihiperglicémica (RAVI et al., 2013, JAYASURYIA et
al., 2012, WINSKA et al., 2012, SCHNEIDER et al., 2011). Ao analisarmos a constante
de velocidade de decaimento da glicemia (KITT) observou-se elevacdo aparente nos
grupos P. ostreatus 500mg/kg e P. ostreatus 1000mg/kg, embora nao significativas.

Ja no TTI, observamos maior sensibilidade a insulina no grupo P. ostreatus
500mg/kg em relagéo ao grupo controle. Ha de se ressaltar que o grupo P. ostreatus
1000mg/kg apresentou perfil semelhante ao do P. ostreatus 500mg/kg no TTI, mas
sem diferencas significativas. Nossos resultados corroboram com os achados de Ja-
yasuriya et al. (2012) que mostraram que a mesma dose foi a que apresentou melhor
acao hipoglicemiante, bem como na hemoglobina glicada.

No referido estudo foram analisados ratos Wistar saudaveis e diabéticos trata-
dos com doses de 250, 500, 750, 1000 e 1250mg/kg de P. ostreatus. Ravi et al. (2013)
também demonstraram efeitos hipoglicemiantes pela administracdo de P. ostreatus
(250mg/kg) em camundongos diabéticos. Em trabalho prévio do nosso grupo, obser-
vamos uma melhor recuperacao glicémica em camundongos tratados por 20 dias com
suplementacao de cogumelo Pleurotus albidus na dose de 500mg/kg (COSTA, 2019).

No mesmo sentido, Xiong et al. (2017) mostraram significativa reducéo glicé-
mica quando administrado, mas com dose de 120mg/kg de ergosterol, um fitoesterol
predominante no P. ostreatus. Balaji et al. (2020) analisaram a espécie de Pleurotus
pulmonarius e mostraram que essa espécie de cogumelo também foi eficaz em reduzir
a glicemia na dose de 400mg/kg. Embora exista grande variacao no que diz respeito
as doses testadas, a dose de 500mg/kg, além de segura no que diz respeito a toxici-
dade, apresenta grande potencial hipoglicemiante e anti-inflamatério (JAYASURIYA
et al., 2020, ANANDHI et al., 2013).

Como mecanismos propostos para acao hipoglicemiante dos cogumelos em
geral, além dos supracitados por inibirem as enzimas a-amilase e a-glicosidase, po-
demos destacar a estimulacdo da secrecao de insulina pelas células 3 pancreaticas e
a translocacéo/expressao do transpor GLUT4 para membrana plasmatica de varias
células (ZHANG et al., 2016). Esses autores testaram a influéncia do P. ostreatus,

espécie utilizada em nosso estudo, administrado em doses de 100 a 400mg/kg em
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ratos diabéticos e observaram maior translocacdo do GLUT4 para membrana por au-
mento na fosforilagdo da glicogénio sitase quinase 3 (GSK-3), principalmente na dose
de 400mg/kg.
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7 Conclusao

No presente estudo foi confirmado que o cogumelo da espécie P. ostreatus
aumenta a sensibilidade a insulina e, assim, apresenta grande potencial para ser uti-
lizado na prevencéao e/ou tratamento no diabetes mellitus. Neste contexto, a dose de
500mg/kg foi mais efetiva na regulagédo glicémica, além de néo ter influenciado no
ganho de peso, na ingestdo alimentar e na ingestdo de agua ao final de quatro sema-
nas.

Perspectivas:

a) Avaliar a influéncia do extrato de P. ostreatus nas doses 500 e 1000mg/kg
sobre o TTOG;

b) Avaliar a influéncia do SGLT1, da motilidade e da microbiota intestinal sobre
a absorcao de glicose do extrato de P. ostreatus;

c) Testar a influéncia do P. ostreatus sobre a gliconeogénese;

d) Avaliar as reservas de glicogénio nos animais tratados com P. ostreatus;

e) Analisar a influéncia do P. ostreatus sobre as enzimas a-amilase e a-glicosi-
dase in vitro;

f) Avaliar a influéncia do P. ostreatus sobre modelos de resisténcia a insulina e

obesidade.
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