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RESUMO

SILVEIRA, Tais Kopp da. Efeito do extrato de Pleurotus ostreatus sobre a
glicemia de camundongos fémeas. 2022. 49f. Dissertacdo (Mestrado em
Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-graduagcdo em Nutricdo e Alimentos,
Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Estudos que utilizam produtos naturais como adjuvante no tratamento e/ou
prevencdo de doengas crbnicas nao transmissiveis vém aumentando. Os
cogumelos apresentam diversas propriedades farmacolégicas, como a
propriedade hipoglicemiante, capaz de aumentar a sensibilidade a insulina. A
insulina € um hormdnio anabdlico responsavel por diminuir niveis de glicose
sanguineas, internalizando a glicose nas células. Quando ha resposta
prejudicada desta agao, ocorre a resisténcia a insulina. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a acdo do extrato de Pleurotus ostreatus sobre a
glicemia de camundongos fémeas saudaveis. Como ponto de partida foi
analisada a toxicidade aguda do extrato de P. osfreatus em 5 ratas wistar. Apos
verificar que nao houveram sinais de toxicidade aguda foi realizado o
experimento 2. Para isso, foram utilizados 32 camundongos fémeas C57BL/6
com aproximadamente 60 dias. Estas foram divididas em quatro grupos:
Controle; P. ostreatus 500mg/Kg; P. ostreatus 1000mg/Kg P. ostreatus
2000mg/Kg, tratados diariamente por 28 dias. As doses de 500 e 2000mg/Kg
mostraram-se mais eficazes no aumento da sensibilidade a insulina. Nenhum
sinal de toxicidade subcrénica foi apresentado. Portanto, o cogumelo do género
Pleurotus ostreatus mostra-se promissor na melhora da resisténcia insulinica,
apresentando grande potencial como adjuvante na prevengao/tratamento de
doencas crbnicas como diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: Resisténcia insulinica. Toxicidade subcrbénica. Glicemia.
Cogumelos. Toxicidade aguda.



ABSTRACT

SILVEIRA, Tais Kopp da. Effect of Pleurotus ostreatus extract on glycemia of
female mice. 2022. 49p. Dissertation (Masters in Nutrition and Food) —
Postgraduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2022.

Studies that use natural compounds as an adjuvant in the treatment and/or
prevention of non-communicable chronic diseases have been increasing.
Mushrooms have several pharmacological properties, such as the hypoglycemic
property, capable of increasing insulin sensitivity. Insulin is an anabolic hormone
responsible for lowering blood glucose levels by internalizing glucose into cells.
When there is an impaired response to this action, insulin resistance occurs.
Therefore, the aim of the present study was to evaluate the action of Pleurotus
ostreatus extract on the blood glucose of healthy female mice. As a starting point,
the acute toxicity of the P. ostreatus extract in 5 Wistar rats was analyzed. After
verifying that there were no signs of acute toxicity, experiment 2 was carried out.
For this, 32 female C57BL/6 mice with approximately 60 days were used. These
were divided into four groups: Control; P. ostreatus 500mg/Kg; P. ostreatus
1000mg/Kg P. ostreatus 2000mg/Kg, treated daily for 28 days. Doses of 500 and
2000mg/Kg were more effetive in increasing insulin sensitivity. No signs of
subchronic toxicity were presented. Therefore, the mushroom of the genus
Pleurotus ostreatus shows promise in improving insulin resistance, showing great
potential as an adjuvant in the prevention/treatment of chronic diseases such as
type 2 diabetes mellitus.

Keywords: Insulin resistance. Subchronic toxicity. Blood glucose. Mushrooms.
Acute toxicity.
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1 Introducgao

O numero de pessoas que sofrem de sindrome metabdlica (SM) vem
crescendo anualmente. Estima-se que aproximadamente um quarto da
populagao adulta mundial tenha algum tipo de doenga cronica ndo transmissivel
(DCNT) relacionada a esta sindrome, o que torna um grande problema de saude
publica no mundo (KHATUN et al, 2020). A SM esta associada a diversas
doengcas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo,
dislipidemia, doencas cardiovasculares, entre outras. Um dos fatores
responsaveis pelo desenvolvimento dessas doengas € a resisténcia a insulina
(RI), a qual é definida como uma resposta prejudicada a estimulagdo do
horménio insulina a tecidos-alvo, como figado, musculo e tecido adiposo, sendo
relacionada principalmente ao excesso de gordura corporal, envelhecimento e
causas genéticas (ZHANG et al., 2021; CORTES-ROJO et al., 2020). Sabe-se
que a insulina € um hormonio anabdlico que estimula a internalizagdo da glicose
nas células por meio da translocacdo dos seus receptores na membrana
plasmatica no metabolismo glicidico (GUTIERREZ-RODELO et al., 2017).

Nos ultimos anos, as escolhas alimentares e atencdo nas fungdes
fisiolégicas dos alimentos ganharam atengdo dos consumidores e da industria
alimenticia (ARIHARA, 2006). Dietas ricas em frutas e vegetais, como a dieta
mediterranea e a da populacgéo asiatica, mostram eficacia na redugao dos riscos
as DCNT, levando ao aumento da qualidade de vida (BASTOS et al, 2009). Os
compostos bioativos de alimentos ndo sdo considerados nutrientes, mas podem
conter propriedades farmacoldgicas e nutracéuticas. Uma agdo comum desses
compostos € a capacidade de inibir o estresse oxidativo por sua propriedade
antioxidante. Ou seja, sdo capazes de estabilizar os radicais livres, responsaveis
pelo dano oxidativo aos lipidios, proteinas e acidos nucleicos (BASTOS et al,
2009).

Alimentos que possuem essas propriedades e merecem destaque sao os
cogumelos. Estes sao pertencentes ao reino fungi e podem ser divididos em
duas classes: ascomycetes e basidiomycetes. Eles podem ser comestiveis ou
terem efeitos toxicos e alucindégenos e apresentam diversas formas, cores e
texturas (PAZZA et al, 2019).
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O consumo de cogumelos é uma tradicao em diversos paises asiaticos e
do sul centro-leste da Europa, utilizado tanto na gastronomia como na medicina
tradicional (SILVA; JORGE, 2011; FOGARASI et al, 2018). Na gastronomia eles
sao considerados iguarias pela sua textura, sabor e por possuirem 6timo aporte
nutricional, contendo alto teor de proteinas, aminoacidos essenciais, fibras e
baixo teor de gordura, podendo ser considerados um alimento funcional (ELLAN
et al, 2019). Entre os varios cogumelos comestiveis, destacam-se o Agaricus
bisporus (champignon), seguido do Lentinus edodes (shiitake), Pleurotus spp
(cogumelo ostra), Auricularia auricula (cogumelo orelha de pau) e o Volvariella
volvacea (cogumelo palha) (CHIAVEGATTI et al, 2018).

O género Pleurotus spp, conhecido como cogumelo ostra, sdo fungos
saprofiticos, pertencente a familia Pleurotaceae, ocupando a terceira posicdo em
produgdo de cogumelos comestiveis no mundo (CONFORTIN et al 2008;
SARTORI et al, 2014). Sdo encontrados em materiais lignoceluldsicos, e com
base no seu peso seco, eles possuem uma boa fonte de proteinas digestiveis
(10-40%), carboidratos (3-21%), fibra alimentar (3-35%), lipidios (3-4%),
predominantemente acido linoléico (70-78%), além de poucas calorias e alto teor
de agua (85-90%) (GOGAVEKAR et al, 2012; SARTORI et al, 2014). Dentre os
micronutrientes podemos citar ferro, cobre, zinco e manganés, vitaminas do
complexo B e C (SARTORI et al, 2014). Também sdo considerados uma boa
fonte de antioxidantes fendlicos, como o acido variegatico e a diboviquinona
(KALAC et al, 2009).

Pleurotus ostreatus (P. ostreatus), conhecido popularmente como ostra
americana, € um cogumelo comestivel muito popular mundialmente. Estudos
vém demonstrando que este cogumelo, por possuir propriedades
farmacoldgicas, tém potencial para auxiliar o tratamento de diversas DCNTs
(BARBOSA et al., 2020; DICKS & ELLINGER, 2020; CILERDZIC et al., 2019;
RAHIMAH et al., 2019; ZHU et al., 2019; SONG et al., 2018; SYNYTSYA et al.,
2009).
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Figura 1 — Imagem do cogumelo Pleurotus ostreatus
Fonte: disponivel na web em:
https://www.mondofunghi.com/en/pleurotus-ostreatus-oyster-mushroom.html

Baeva et al. (2020) demonstraram efeitos hipocolesterolémicos e
antinociceptivos em animais e pacientes que consumiram basidiocarpos de P.
ostreatus, destacando o papel do polissacarideo (-d-glucano como
imunomodulador, antitumoral, antioxidante e outros efeitos prebiéticos. Dkhil et
al., 2020, através de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
relataram a existéncia de cinco compostos fendlicos presentes no P. ostreatus,
sdo eles: acido galico, acido clorogénico, catequina, propilgalato e acido
cinamico.

Em uma revisdo sobre a acdo do P ostreatus em aspectos
cardiometabdlicos, foram analisados oito estudos, os quais verificaram
marcadores relacionados ao metabolismo glicémico, lipidico, cardiovascular,
peso corporal e apetite em humanos (DICKS e ELINGER, 2020). Em relagao aos
aspectos glicémicos, Choudhury et al (2013) constataram uma reducao de 13%
na hemoglobina glicada em homens diabéticos tratados com 3g de P. ostreatus
por trés meses.

Pensando no aspecto dietético ou até de suplementacao, o P. ostreatus
mostra-se promissor no controle glicémico. Em um estudo com objetivo de
avaliar a influéncia in vivo e in vitro do P. ostreatus, foi observado que este é
capaz de estimular a expressao e a translocagao de transportador de glicose tipo
4 (GLUT-4) (XIONG et al, 2018). Zhang et al (2016) utilizando doses de 100, 200
e 400mg/Kg de P. ostreatus em animais diabéticos, também observaram reducéo

da glicemia associada a translocagédo de GLUT-4 para membrana. Em humanos,


https://www.mondofunghi.com/en/pleurotus-ostreatus-oyster-mushroom.html
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foi verificado que uma dose de 50mg/Kg foi suficiente para apresentar melhora
na sensibilidade a insulina (RAVI et al, 2013).

Farmacos para melhorar a sensibilidade a insulina, como as
tiazolidinedionas, utilizados no tratamento do diabetes, envolve efeitos adversos
como hepatotoxicidade e risco cardiovascular. Para minimizar tais efeitos, muito
se estuda sobre recursos naturais, como os cogumelos. Alia-los ao tratamento
de DCNT, pode aumentar a adesao dos pacientes, visando uma melhora na
qualidade de vida, podendo ser utilizados como fator protetor ao néo
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Ainda ha muito o que ser explorado
neste aspecto. Mesmo com o crescente numero de estudos com cogumelos,
ainda sao necessarias mais pesquisas, principalmente no que tange ao uso de
uma dose segura.

Baseado nisto, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar a
intervencao do extrato de Pleurotus ostreatus sobre a glicemia e a sensibilidade

a insulina em camundongos fémeas saudaveis.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Compostos bioativos de cogumelos

Uma alimentagdo equilibrada e saudavel traz inumeros beneficios a
saude, agindo como um protetor de diversas doengas. Dentre outras, as dietas
do mediterraneo e de paises asiaticos ganham destaque através dos inumeros
beneficios a populagdo, impulsionando pesquisas nesta area (BASTOS et al.,
2009). Sabe-se que a base dessas dietas sao frutas e vegetais, oleaginosas,
carnes brancas, principalmente peixes, e azeite de oliva, os quais sao fonte de
energia, proteinas, minerais, fibras e vitaminas. Compostos bioativos desses
alimentos possuem propriedades farmacolégicas e nutracéuticas capazes de
inibir o estresse oxidativo através de sua propriedade antioxidante, porém nao
sdo considerados nutrientes por ndo estarem associados ao crescimento e as
fungdes vitais (BASTOS et al., 2009).

Os antioxidantes previnem o envelhecimento precoce e as doengas como
aterosclerose, diabetes, cancer e cirrose (KHAN et al., 2016). Uma ingestéo
insuficiente destes compostos esta atrelada ao desenvolvimento de DCNT e a
uma menor longevidade (CARRASCO-GONZALEZ et al, 2017). Contudo, a sua
ingestao de forma isolada nao é eficaz na diminuigao dos riscos de contrair estas
doencas. Dentre os compostos bioativos dos alimentos destacam-se o
resveratrol, curcumina, catequinas, quercetina, tirosol, licopeno, gingerol,
campferol, entre outros. Ja em relagdo aos compostos bioativos fungicos
podemos destacar os polissacarideos (B-glucanos), peptideos, proteinas,
lectinas compostos fendlicos, policetideos, terpendides e enzimas (PATEL e
GOYAL, 2012).

O reino fungi abrange uma enorme diversidade de espécies, estimando-
se que existam de 500 mil a 5 milhdes de fungos diferentes. Dentre eles,
destacam-se os cogumelos. Esses sdo considerados iguarias, ndao so pelo seu
sabor e textura, mas como tradicdo milenar, principalmente em paises asiaticos
onde utilizam para fins medicinais (FOGARASI et al., 2018). Aproximadamente
12.000 espécies de cogumelos s&o existentes em todo o mundo, sendo 2.000
consideradas comestiveis (35 cultivadas comercialmente) e 200 utilizadas para
fins medicinais (RATHORE et al., 2017). A China é considerado o pais com maior

producdo de cogumelos no mundo, sendo a Asia responsavel por dois tercos de
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toda produgcdo mundial. A demanda por cogumelos vem crescendo
mundialmente, cerca de 15% ao ano, devido ao aumento do consumo e da
populagao (AIDA et al., 2009).

Os cogumelos possuem alto valor nutricional e aporte proteico, baixo teor
de lipidios e calorias, rico em fibras dietéticas, antioxidantes, vitaminas e
minerais. Somado a isso, possuem propriedades farmacoldgicas, incluindo
propriedades antimicrobianas, antivirais, antitumorais, antiinflamatodrias,
imunomoduladoras, hipoglicémicas e hepatoprotetoras, podendo ser
considerados um alimento funcional (ELLAN et al, 2019). Além disso, como
citado previamente, a presenca de B-glucanos, peptideos e proteinas bioativas
nos cogumelos reforgcam seu potencial de prebidtico sobre a imunomodulagéao e
acédo antitumoral (MUSZYNSKA et al., 2018).

O género Pleurotus, pertencente a familia Pleurotaceae, sédo fungos
saprofiticos que possuem um basidiocarpo em forma de concha ou ostra com
cores branco, creme, amarelo, marrom, rosa ou cinza, variando de acordo com
a espécie e condigdes de cultivo, conhecidos popularmente por cogumelos ostra
(CHANG & MILES, 2004). Constitui o terceiro género mais produzido de
cogumelos comestiveis no mundo, tendo cerca de 94 espécies (SARTORI et al.,
2011).

Quanto a composicdo de estruturas quimicas ressalta-se os
polissacarideos, glicoproteinas e metabdlitos como alcaloides e betalainas,
sendo responsaveis por respostas fisioldgicas significativas em modelos animais
e humanos (SHARMA et al., 2021). Além de ganhar destaque por seu sabor
caracteristico, evidencia-se também as propriedades nutricionais benéficas na
saude humana, pois € rico em proteinas, fibras, carboidratos, vitaminas (tiamina,
riboflavina, acido fendlico e niacina), minerais e baixo teor de lipidios, calorias e
sodio. A composig¢ao nutricional varia de acordo com a estrutura genética das
espécies, o meio de cultivo, a composicdo do substrato e a época de colheita
(KHAN e TANIA, 2012).

A composicao de carboidratos do cogumelo ostra se da pela presenga de
oligossacarideos e polissacarideos como quitina, a e B-glucanos, mananos,
xilanos e galactanos (ADEBAYO & OLOKE, 2017). Polissacarideos sao
polimeros macromoleculares naturais compostos por uma cadeia linear ou

ramificada de ligagéo glicosidica de mais de 10 monossacarideos que atuam
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como ativadores do sistema de defesa contra infeccbes e mutacbes em
organismos vivos, além de atuarem como antioxidantes, antitumorais e
imunoestimulatorios (XIE et al, 2016). O principal composto atribuido a melhoras
cardiometabdlicas sdo os [B-glucanos, uma fibra alimentar associada a
prevencao da resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao e obesidade.

A estrutura molecular dos B-glucanos de cogumelos diferencia-se
daqueles encontrados em cereais como aveia e cevada, pois consistem em
mondmeros de D-glicose ligados por ligagdes glicosidicas do tipo B em posigdes
1,3 e 1,6; ja os cereais apresentam ligagdes nas posicdes 1,3 e 1,4 e ndo na
posicdo 1,6 (CERLETTI et al, 2021). Esse tipo de ligagdo presente nos
cogumelos esta atrelado ao aumento na viscosidade do quimo, acelerando o
transito intestinal, volume e frequéncia fecal, podendo ser benéficos em algumas
sindromes intestinais (DICKS e ELINGER, 2020; CERLETTI et al, 2021). Raman
et al. (2021) mostraram que niveis mais elevados de (-glucanos, mevinolina e
acido nicotinico, estiveram relacionados a redugao dos niveis de colesterol
sanguineo em pacientes cardiopatas. Ademais, os B-glucanos tém merecido
destaque por protegerem contra doengas diverticulares, sindrome do intestino
irritavel e cancer de célon. Neste contexto, por serem ricos em [3-glucanos, os
cogumelos podem atuar como prebidticos, sendo as espécies P. citrinopileatus e
P. ostreatus as que possuem maior quantidade de fibra bruta e B-glucanos
(20,7% e 50%, respectivamente) (CARRASCO-GONZALEZ, 2017). Somado a
isso, tem sido mostrado que os cogumelos in natura ou seus polissacarideos
isoladamente também apresentam agao importante no funcionamento do trato
gastrintestinal, bem como sdo capazes de influenciar proteinas
imunomoduladoras com atividades antiproliferativas e antitumorais (RATHORE
et al, 2017; VALVERDE et al, 2015).

Em relacdo as proteinas presentes no género Pleurotus, estudos
compararam a quantidade com outros alimentos fontes de proteinas vegetais,
sendo o maior teor encontrado no P. sapidus (38,5%) comparado com valores
encontrados na soja (35-40%). Outras espécies de Pleurotus foram comparadas
a proteina da ervilha ou gréao-de-bico (20-30%) como P. pulmonarius (22,9%), P.
ostreatus (23%) e P. sajor-caju (26%). Em questao de qualidade nutricional, o P.
ostreatus destaca-se por conter todos os aminoacidos essenciais (GONZALEZ

et al, 2021). Com relagdo aos micronutrientes, os mais abundantes no género
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Pleurotus sao: potassio, fésforo, magnésio, sodio, calcio, ferro, zinco, manganés
e cobre (GONZALEZ et al, 2021).

A adicado de pd de corpos de frutificagcao de Pleurotus na formulagao de
alimentos tem sido usada em modelos animais para demonstrar seu potencial
em reduzir glicemia, hemoglobina glicosilada, colesterol total e conteudo de
triglicerideos em camundongos obesos com deficiéncia de receptor de leptina e
aumento nos niveis séricos de lipoproteina de alta densidade (HDL) (KIM et al.,
2010). Também foi mostrada a influéncia do Pleurotus em reduzir os niveis
séricos de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipideos em ratos alimentados
com dietas hiperlipidicas (KIM et al, 2010; MIRCEA et al, 2015; ALAM et al, 2011).
Em um estudo com humanos, que ingeriram sopa de tomate acrescida de 30g
de P. ostreatus seco por trés semanas, os niveis de triglicerideos e colesterol
LDL reduziram significativamente comparado aqueles individuos que
consumiam apenas a sopa de tomate (SCHNEIDER et al., 2011). Ademais, o
extrato de P. ostreatus em combinagcdo com crisina, um flavonoide, mostrou-se
eficaz em reduzir os niveis séricos de glicose, lipidios, marcadores hepaticos e
aumentar os antioxidantes de ratos hipercolesterolémicos (ANANDHI, et al
2013).

A atividade antioxidante de cogumelos comestiveis tem sido associada ao
teor de polissacarideos. Uma fragdo de polissacarideo de P. tuberregium foi
capaz de reduzir a hemolise do sangue e inibir o inchago da mitocondria e a
peroxidagao lipidica em figados de camundongos (LIN et al.,2014). Em um
estudo realizado por Chen et al. (2016) foram utilizados polissacarideos de P.
eryngii administrados por via oral a camundongos com lesao hepatica induzida
por tetracloreto de carbono (CCl4) e observaram uma diminuigdo da enzima
alanina aminotransferase (ALT), um marcador de lesdao hepatica. Semelhante a
resultados obtidos com o extrato etandlico liofilizado de P. ostreatus, o qual foi
administrado via intraperitoneal a ratos com hepatotoxicidade induzida por CCH4,
reduzindo a peroxidagao lipidica e aumentando a agao antioxidante enzimatica
e ndo enzimatica em rins, coracgao e cerebro (JAYAKUMAR, 2006).

Recentemente, 0 uso de cogumelos como suplementos dietéticos vem
sendo amplamente utilizados de forma complementar na medicina integrativa e
alternativa, especialmente na oncologia. Sdo comumente utilizados nos paises

asiaticos, onde a micoterapia tem origens antigas e enraizadas, diferindo dos
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paises ocidentais, onde a aplicagao de cogumelos em terapias ainda é bastante
limitada. Outro ponto a ser considerado € que existem diversos suplementos a
base de cogumelos no mercado com diferentes composi¢cdes, doses e
fabricacdo. Nao ha padronizagao nas composi¢cdes, tampouco informacgdes de
efeitos adversos e interagdes, acarretando dificuldades na pratica cientifica dos
ensaios clinicos. Além disso, por apresentarem diversos compostos bioativos,
torna-se dificil vincular o efeito ao seu verdadeiro agente no mesmo suplemento,
tornando-se complexo uma dose adequada da preparagéo para garantir o efeito
desejado, podendo as substancias agirem de formas sinérgicas ou antagbnicas
(SHARMA et al, 2021).

Segundo o Guideline 423/2001 da Organizagdo de Cooperacao e de
Desenvolvimento Econémico (OECD), para realizar testes de toxicidade aguda
geralmente sdo usados roedores (principalmente ratos Wistar) e
preferencialmente fémeas, por serem mais sensiveis as propriedades
toxicologicas. Ademais, € recomendado que sejam utilizados animais adultos
jovens, saudaveis, sendo as fémeas nuliparas e nao-gravidas, entre 8 e 12
semanas de vida. A substancia utilizada no estudo deve ser administrada em
uma unica dose por sonda esofagica, devendo os animais estarem em jejum de
3-4 horas antes da dosagem. A dose inicial para o estudo € selecionada a partir
de niveis de dose fixos de 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg com base em evidéncias de
dados in vivo e in vitro da mesma substancia. Normalmente sdo utilizados 5
animais para cada nivel de dose investigado, sendo administrado em um animal
inicialmente, analisado por 3-4 dias sobre sinais de toxicidade, para dar
continuidade nos outros 4 animais que serdo observados por no minimo 14 dias.
Letalidade € um dos parametros avaliados através de testes de toxicidade aguda
que servem para identificar o potencial toxico em 6rgaos especificos, identificar
a toxicocinética e a relagao dose resposta e serve como padrao para avaliagcéo
de testes em animais experimentais (VALADARES, 2006).

Para realizagdo de testes de toxicidade subcrdnica, segundo Guideline
407/1995 da OECD, os animais devem ser tratados com a substancia teste
diariamente por um periodo de 28 dias por gavagem em dose unica por uma
canula esofagica, ndao excedendo 2mL/100g de peso corporal de solugcdes
aquosas. Deve-se observar sinais de toxicidade nos animais durante todo tempo

de tratamento. Os sinais de toxicidade que devem ser observados sao:
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mudangas na pele e pelos, olhos, membranas mucosas, padrdo de
comportamento, atividade somatomotora. Com atencao aos sinais de tremores,
convulsdes, salivagao, diarreia, letargia, sono e coma.

Alguns estudos em diferentes paises avaliaram a toxicidade aguda e
subcrénica de diversos cogumelos. Sobre o cogumelo P. ostreatus, foi
encontrado apenas um estudo que avaliou sua toxicidade (LEBEQUE et al,
2018). Esses autores avaliaram toxicidade aguda a partir do p6 de corpo de
frutificacdo de P. ostreatus em uma unica dose de 2000mg/Kg de seis
camundongos BALB/c, sendo 3 machos e 3 fémeas. Nao foram constatadas
alteracbes nos sinais clinicos dos animais, sendo classificado como
potencialmente nao toxico. Tendo em vista o potencial benéfico de P. ostreatus
e a caréncia de informagdes sobre a utilizacdo de uma dose segura, torna-se
fundamental avaliar a toxicidade desse cogumelo para embasar futuros estudos

qgue analisem suas propriedades farmacoldgicas.

2.2 Resisténcia a insulina

A SM constitui um grande problema de saude publica mundial, sendo uma
condicdo meédica cada vez mais prevalente, acometendo um quarto da
populagao adulta no mundo (KHATUN et al, 2020; PUCCI et al, 2017). Fatores
biolégicos influentes na fisiopatologia da SM, como a resisténcia a insulina e
aumento da gordura abdominal, impactam diferentemente entre homens e
mulheres. Segundo Pucci et al (2017), através de revisao de literatura apontaram
que a prevaléncia geral de SM foi maior em homens do que em mulheres até os
60 anos de idade, invertendo a prevaléncia posteriormente a esta idade. Isto
relaciona-se com alteragdes fisioldgicas hormonais que ocorrem nas mulheres
durante a menopausa, aumentando a prevaléncia de cada fator associado ao
desenvolvimento da SM. E considerado SM quando ha presenca de pelo menos
trés dos seguintes fatores: obesidade central, hiperglicemia, hipertenséao,
reducao dos niveis de colesterol HDL e hipertrigliceridemia, os quais sao fatores
de risco para o desenvolvimento de DCNT. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é
uma das mais comuns, com alta prevaléncia de mortes em todo o0 mundo. Esta
doencga esta diretamente relacionada a hiperglicemia, obesidade e resisténcia a
insulina (KHATUN et al, 2020).
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A insulina é um hormoénio peptidico, secretado pelas células B-
pancreaticas, que estimula a internalizagdo da glicose nas células por meio da
translocacao dos seus receptores na membrana plasmatica diminuindo a
concentracao de glicose sanguinea. Quando ha uma diminuicdo da captacao de
glicose, ha necessidade de concentragbes maiores de insulina para
internalizagdo de glicose intracelular, disturbio conhecido como resisténcia a
insulina (RI) (MOHAMED, 2014). O estilo de vida esta atrelado diretamente ao
desenvolvimento de doengas. Sedentarismo e ingestdo excessiva de calorias
sao fatores agravantes da RI, a qual esta associada ao aumento da gordura
visceral e subcutdnea, causando uma resposta inflamatéria sistémica
(GUTIERREZ-RODELO et al., 2017; BEALE, 2013.) O tecido adiposo branco,
além de secretar citocinas pro-inflamatorias, possui fungado enddocrina que regula
o metabolismo lipidico e controle da hemostasia vascular. No estado de jejum,
ocorre a inducao de proteinas secretoras de adipdcitos como fibrinogénio-
angiopoietina, metalotioneina e resistina. A resistina induz a RI, a qual liga o
diabetes a obesidade (MOHAMED, 2014).

Diversos alimentos funcionais ajudam a prevenir ou reduzir o risco de
desenvolvimento de SM auxiliando os mecanismos de homeostase do
organismo. Alguns destes sdo uma boa fonte de ligantes de receptores ativados
por proliferadores de peroxissomo (PPAR)y, um alvo terapéutico para a sindrome
metabdlica. Alimentos como noz-moscada, pimenta preta, manjericido e salvia
podem agir como moduladores seletivos do PPARy e melhorar a resisténcia a
insulina (MOHAMED, 2014). Estudos prévios mostraram que flavonoides de
cranberry foram eficazes no aumento da sensibilidade a insulina, melhora no
perfil lipidico plasmatico e diminuicdo da gordura visceral através da via
adiponectina-AMPK (Shabrova et al, 2011). Polifendis da uva como o estilbeno,
resveratrol, quercetina flavanol, catequinas e antocianinas ajudam a atenuar o
diabetes, melhorando a fungao das células 3 e sua perda (Zunino, 2009).

Farmacos hipoglicemiantes orais foram desenvolvidos para melhorar a
sensibilidade a insulina e séo utilizados no tratamento de pacientes diabéticos,
porém podem apresentar efeitos colaterais indesejaveis a longo prazo como
irritacdo gastrointestinal, hepatotoxicidade e risco cardiovascular (NWEZE et al,

2020; KHATUN et al, 2020). Estudos relacionados a agentes hipoglicemiantes
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de origem vegetal vém crescendo visando amenizar possiveis efeitos colaterais
dos medicamentos utilizados por diabéticos (NWEZE et al, 2020).

P. ostreatus demonstra ser eficiente no controle glicémico. Estudos
prévios mostraram que ele é capaz de estimular a expresséao e translocagao do
GLUT-4 em animais diabéticos (Xiong et al, 2018; Zhang et al, 2015). Ravi et al,
(2013), mostraram efeitos benéficos do P. ostreatus sobre a fungédo renal,
colesterol e triglicerideos de ratos com DM2. Ja Jayasuriya et al (2015) em
estudo com humanos, mostraram que dose de apenas 50 mg/kg de P. ostreatus
foi suficiente para melhorar a resposta insulinémica e a glicemia. Em outro
estudo com humanos, foi verificado que homens diabéticos tratados com 3g de
P. ostreatus por 3 meses obtiveram reducdo de 13% na hemoglobina glicada
(Choudhury et al, 2013). Outro ponto relevante analisado € o peso corporal, que
segundo a literatura, n&o varia significativamente com o uso de P. ostreatus.
Xiong et al (2017), utilizaram o ergosterol presente no P. ostreatus em
camundongos tratados com dieta hiperlipidica, ndo sendo observadas diferencas
no peso corporal e ingestdo alimentar. Somado a isso, Schneider et al (2011),
avaliaram que o peso corporal ndo variou significativamente pela ingestao de
cogumelos em humanos.

Apesar do crescente numero de pesquisas com cogumelos, ainda ha
muito o que ser explorado. A espécie, os compostos presentes e a dose a ser
administrada mostram-se fatores determinantes. Sabendo disto, o presente

estudo visa analisar a agdo do P. ostreatus no organismo em relagao a glicemia.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo do extrato de P ostreatus sobre a glicemia de

camundongos fémeas C57BL/6 saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar a toxicidade aguda e subcrénica;
II.  Avaliar a ingestao alimentar e hidrica;
[ll.  Avaliar o peso corporal,;
IV. Determinar a influéncia do extrato de P. ostreatus sobre a sensibilidade

insulinica.
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4 Material e Métodos

4.1 Local de realizagao

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, localizados no Campus

Capao do Leéo.

4.2 Obtencao do extrato e tratamento com P. ostreatus

Foram utilizadas a linhagem pertencente a colecdo da empresa Fungi
Brasilis - Biguagu - SC sob denominacao #90 de P. ostreatus. Os basidiomas
foram cultivados em sacos de polipropileno, contendo 3 kg de substrato a base
de capim Tifton, serragem de eucalipto, farelo de trigo, gesso e carbonato de
célcio (CaCQO3). Primeiramente, o capim foi umedecido overnight (Maceragao) e
posteriormente misturado aos outros componentes na proporcédo de 60% tifton,
20% serragem de eucalipto, 15% farelo de trigo, 2% CaCO3 e 3% gesso. A
mistura foi acondicionada em sacos de polipropileno e pasteurizada a 85°C por
8 horas em camara de vapor. Apos o resfriamento, foi usado 2% de indculo
crescido em graos de trigo. O material foi incubado por 30 dias a 25°C e apés a
colonizacao foram abertos para a obtengao dos basidiomas em umidade relativa
do ar entre 70 e 90%. Todo o processo foi desenvolvido nas dependéncias da
empresa Colonial Fungi em Pelotas - RS situada nas coordenadas -31.4817339,-
52.5637442.

Os cogumelos foram secos em desidratador (Funkitchen®) durante 8 h, a
50°C, triturados em moedor (Cadence®) e armazenados a 4 °C. Posteriormente,
200g de cogumelo em pé seco e 2000 mL de etanol 70% foram colocados em
um sistema de refluxo por 30 minutos a 100 °C. Feito isso, a mistura foi filtrada
sob vacuo e a fragao soluvel em etanol foi evaporada em um evaporador rotativo
(modelo 803, Fisatom). O residuo insoluvel em etanol foi re-extraido com 2000
mL de agua por uma hora no mesmo sistema. Ao final, os extratos foram
agregados e liofilizados até que o extrato seco foi obtido (GAMBATO et al., 2018).

O extrato de P. ostreatus liofilizado foi diluido em solugdo salina (NaCl

0,9%), para administragao intragastrica conforme os protocolos descritos abaixo.
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4.3 Consideragoes éticas

O projeto teve inicio apds aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPel (CEEA/UFPel — n°. 24735-2020). Todos os
procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com a Lei 11.794, de 08
de outubro de 2008, que estabelece normas para a Pratica Didatico-Cientifica da
Vivissecgdo de animais; dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal; assim como
aquelas contidas nos Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa
Biomédica envolvendo Animais provenientes do Council for International
Organizations of Medical Sciences (CIOMS) (GOLDIM, 1997)

4.4 Animais

Foram utilizadas 5 ratas Wistar, com aproximadamente 60 dias, para
realizacdo do experimento 1 conforme o protocolo de toxicidade estabelecido
pela OECD/OCDE 423 (OECD, 2001). Ja para o experimento 2, foram utilizadas
32 camundongos fémeas, da linhagem C57BL/6, com aproximadamente 60 dias.
Todos os animais foram provenientes do Biotério do Campus Capao do Ledo da
UFPel. Os animais foram alojados em gaiolas com as seguintes caracteristicas:
medidas 65x25x15 cm, feitas de polipropileno com tampa em arame
galvanizado, com bebedouro em polipropileno com capacidade de 700 mL, rolha
cbnica de borracha e bico de ago inoxidavel reto. O assoalho foi coberto por
maravalha. As gaiolas continham no maximo 4 animais, sob condi¢des
adequadas de temperatura e umidade (22-240C e 40-60%, respectivamente, e
ciclo de claro/escuro de 12 horas). Os animais receberam ragdo e agua ad

libitum.

4.5 Analise da toxicidade aguda

Para analise da toxicidade aguda (experimento 1) seguimos o protocolo
estabelecido pela OECD/OCDE 423. Inicialmente, 1 rata recebeu dose uUnica de
extrato de P. ostreatus (2000mg/Kg) por gavagem intragastrica e foi observada
ao longo dos primeiros 30 minutos e depois periodicamente (1h, 2h, 4h, 24h e

48h) para observagdes dos parametros descritos no protocolo da OECD/OCDE
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423 como, por exemplo, tremores, convulsao, salivagao, diarreia, letargia, coma
etc. Nao havendo sinais de toxicidade apds 4 dias da administracao inicial de P.
ostreatus em 1 animal, mais 4 animais foram requeridos, totalizando um n=5,
para nova administracdo da referida dosagem (2000mg/kg) e determinagao da
toxicidade aguda. Essas ratas foram observadas diariamente ao longo de 14
dias conforme parametros citados anteriormente. Apos esse periodo, as ratas
foram anestesiadas com isoflurano e eutanasiadas por exsanguinagéo.

Apesar das dosagens aqui sugeridas apresentarem efeitos benéficos
como outras espécies de cogumelos (NG, 2015; CHI, 2017; REN, 2017), e serem
indicadas como seguras para administracdo em roedores (chi et al., 2009;
FONSECA et al., 2018; BLANCHE, 2019), o experimento 2 s6 foi realizado apds

certificacdo que o extrato ndo apresentava toxicidade aguda (experimento 1).

T\
/ : 2000mgiKg \ Eutanasia

Observagao Observagiio

Dias

(h=1)

(n=5)

Figura 2 — Desenho experimental da toxicidade aguda (Criado em BioRender)
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4.6 Analise da toxicidade subcrénica e sobre o metabolismo da glicose

Para analise da toxicidade subcronica e da influéncia do extrato de P.
ostreatus sobre parametros sistémicos (experimento 2) foram utilizadas 32
camundongos fémeas. Essas foram tratadas diariamente (8-9h) com extrato de
P. ostreatus ou veiculo por via intragastrica durante 4 semanas, conforme
descrito abaixo (Figura 3):

1. Controle: camundongos tratados com soro fisioloégico NaCl 0,9%;

2. P ostreatus 500mg/kg: camundongos tratados com 500 mg/kg do
extrato de P. ostreatus.

3. P. ostreatus 1000mg/kg: camundongos tratados com 1000 mg/kg do
extrato de P. ostreatus.

4. P. ostreatus 2000mg/kg: camundongos tratados com 2000 mg/kg do

extrato de P ostreatus.

n=8 n=8

| } !

P ostreatus P ostreatus P, ostreatus
CONTROLE
‘ ‘ ‘ 500mg/Kg l ‘ 1000mg/Kg ‘ ‘ 2000mg/Kg I

Figura 3 — llustragédo dos grupos de tratamento (criado em BioRender)

Os animais foram avaliados diariamente de acordo com os parametros de
toxicidade descritos no OECD/OECD 421 (2001): tremores, convulsao,
salivacao, diarreia, letargia, coma etc., os quais ndo foram observados durante
todo periodo experimental. Apos 4 semanas de tratamento com P. ostreatus, os
animais foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados por exsanguinagéo
(Figura 4).
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Figura 4 — Desenho experimental do experimento 2 (criado em BioRender)

4.7 Peso corporal, consumo alimentar e hidrico

O peso corporal foi aferido semanalmente através de balanga digital. Os
animais de todos os grupos receberam ragdo padrao para roedores marca
Nuvilab e o consumo alimentar foi mensurado semanalmente pela diferenca em
gramas entre a quantidade ofertada e a quantidade restante. O consumo hidrico
foi avaliado semanalmente, monitorado pela diferenca em mL da quantidade de

agua ofertada e quantidade restante ao longo do periodo experimental.

4.8 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Ao final do periodo de tratamento, foi realizado o TTI. Apds jejum de 4h,
0s animais receberam injecao intraperitoneal de insulina (0,5 U/kg de peso

corporal) (Figura 5).

Insulina
0,5 U/Kg

Figura 5 — Demonstracao da aplicagcao de insulina via intraperitoneal em camundongo (criado
em BioRender)
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Os niveis de glicose sanguinea foram mensurados utilizando glicosimetro
(AccuChek Active, Roche DiagnosticR, USA) nos seguintes tempos: 0, 5, 20, 35
e 60 minutos apods a injecéo de insulina (GARCIA et al., 2019) (Figura 6).

Figura 6 — llustragdo do TTI (criado em Biorender).

4.9 Taxa de decaimento da glicemia (KITT)

A taxa de decaimento da glicemia foi calculada baseada na variagao
relativa da glicemia entre os tempos 5 e 20 min do TTI. O célculo foi realizado

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

KITT = (Glicemia no tempo 5min — Glicemia no tempo 20min)
Tempo em minutos

4.10 Descarte de materiais biolégicos e quimicos

As carcagas dos animais eutanasiados foram dispensadas em saco
plastico fechado e depositados em bombona com tampa para recolhimento por
empresa especializada. Materiais téxicos e contaminados foram tratados

conforme protocolo da institui¢ao.
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4.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdao da média
(EPM). As analises foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 8. Para
os resultados de variagédo de peso (peso inicial/ peso final), glicemia basal e KITT
foi utilizado ANOVA de 1 via. ANOVA de 2 vias foi utilizada para analise do peso
corporal, consumo alimentar, consumo de agua e TTI. Foi utilizado o teste de
Bonferroni como complementar as anadlises de variancia, aceitando o nivel de

significancia de 5%.
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5 Resultados

5.1 Toxicidade

Inicialmente apenas uma rata Wistar recebeu o extrato de P. ostreatus
(2000 mg/kg) sendo observada por 4 dias. Nao observamos quaisquer tipos de
anormalidades ao analisarmos: tremores, convulsao, diarreia, letargia, coma etc,
sugerindo que nao houve toxicidade aguda. Feito isso, todas as ratas (n=>5)
receberam dosagem unica do extrato de P. ostreatus e foram observadas
durante 14 dias. Foram mensurados peso basal e final dos animais ndo havendo
variagdes significativas, assim como consumo alimentar e hidrico.

O experimento de toxicidade subcronica foi realizado durante 4 semanas
de intervencdo, com dose diaria do extrato de P. ostreatus. Nao foram
constatados nenhum tipo de anormalidade segundo os parametros sugeridos:
tremores, convulsdo, salivacdo, diarreia, letargia, coma etc., evidenciando ser

seguro quando administrado doses de até 2000mg/Kg ao dia em camundongos.

5.2 Peso corporal

Ao analisarmos a variagdo do peso inicial e final de cada grupo
experimental (Figura 7), ndo observamos variagdes significativas. A figura 8
mostra o peso corporal ao longo das 4 semanas de experimento. Esse foi
semelhante entre os grupos previamente a administracdo do extrato, mas
reduzido significativamente nos grupos tratados em relagdo ao controle na
primeira semana. Na terceira semana, o peso nos grupos P. ostreatus 500 e P.
ostreatus 2000mg/Kg foi significativamente menor em relagéo ao grupo controle.

Nao observamos diferengas significativas entre os grupos nas semanas 2 e 4.



31

3
S 1.4-
£ M
2
3 1.2+ | | vy
X o A A
-~ eese E__m
o 404 BT I 4L
Q | B A
o Y -
(]
o 0.8 v
o]
ug
O
©
= 0.6 T T T T
& & & &
Q
¢ > N oM
4 RN oS

Figura 7 — Variacdo do peso corporal. Dados expressos como variacao relativa do peso corporal
em gramas ao final do tratamento em relacdo ao peso basal. (F = 0,6847; P= 0,5689).

-0- Controle

A& 500mg/kg
= 1000mg/kg
-+ 2000mg/kg

Peso corporal (g)

Semanas

Figura 8 — Peso corporal ao longo de quatro semanas de tratamento. Dados expressos como
média + EPM.

* diferencga significativa de todos os grupos tratados vs grupo Controle no respectivo tempo
experimental (P<0,0001).

** diferenga significativa dos grupos P. ostreatus 500 e 2000 mg/kg vs grupo Controle no
respectivo tempo experimental (P<0,0001)
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5.3 Consumo alimentar e hidrico

A figura 9 mostra a variagdo do consumo alimentar ao longo do
experimento. Esse foi maior no grupo P. ostreatus 500mg/Kg nas semanas 2, 3
e 4 quando comparado ao seu consumo basal. Ja o grupo P. ostreatus 1000
mg/Kg apresentou oscilagédo no consumo alimentar. Esse foi significativamente
reduzido na 1 semana, mas aumentado na 22 semana, nao diferindo do basal
nas demais semanas de estudo. O P. ostreatus 2000mg/Kg apresentou menor
consumo quando comparado ao grupo P. ostreatus 500mg/Kg na semana 1. O
consumo dos grupos P. ostreatus 500mg/Kg e P. ostreatus 1000mg/Kg foi
equivalente na 2 semana, sendo maior contrapondo os grupos Controle e P.
ostreatus 2000mg/Kg. Nao observamos variagdo significativa do consumo

alimentar no grupo controle durante as 4 semanas de tratamento.

Consumo alimentar
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Figura 9 — Andlise do consumo alimentar ao longo de quatro semanas experimentais. Dados
expressos como média + EPM.

* diferenca significativa P. ostreatus 500 vs P. ostreatus 500 basal (P<0,001);

** diferenga significativa P. ostreatus 1000 vs P. ostreatus basal (P<0,05);

a diferenca significativa grupos P. ostreatus 1000 (P<0,0001) e 2000 (P<0,05)) vs P. ostreatus
500 ao final da primeira semana,;

b diferenca significativa do grupo P. ostreatus 1000 vs P. ostreatus ao final da primeira semana
(P<0,01).
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A Figura 10 aponta as variagdes da ingestdo de agua ao longo do
experimento. Na semana 1, o grupo P. ostreatus 500mg/Kg aumentou o consumo
hidrico quando comparado com o grupo Controle. O grupo controle apresentou
menor consumo quando comparado ao consumo basal na semana 2. O grupo P,
ostreatus 500mg/Kg apresentou aumento significativo no consumo na semana 4
quando equiparado com todas as outras semanas. Diferengas significativas
foram verificadas no grupo P. ostreatus 2000mg/Kg nas semanas 3 e 4 em

relagdo as outras semanas e consumo basal.
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Figura 10 — Analise da ingestdo de agua ao longo de quatro semanas experimentais.
* diferenca significativa Controle vs Controle basal (P<0,001)

** diferenca significativa Controle vs Controle semana 2 (P<0,05)

# diferenca significativa P. ostreatus 500 vs P. ostreatus 500 basal (P<0,001)

a diferenca significativa P. ostreatus 500 vs P. ostreatus 500 semana 2 (P<0,0001))

b diferenca significativa P. ostreatus 500 vs P. ostreatus 500 semanas 1, 2 e 3 (P<0,05)
c diferenca significativa P. ostreatus 1000 vs P. ostreatus 1000 semana 1 e 2 (P<0,01)
d diferenca significativa P. ostreatus 2000 vs P. ostreatus 2000 semana 1 (P<0,0001)

e diferenca significativa P. ostreatus 2000 vs P. ostreatus 2000 basal (P<0,01)

f diferenca significativa P. ostreatus 500 e 2000 vs P. ostreatus 1000 na semana 1 (P<0,01)
g diferenca significativa P. ostreatus 500 e 2000 vs controle na semana 4 (P<0,0001)
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5.4 Glicemia, TTl e KITT

A glicemia média foi 103,63 £ 7,39 mg/dL, ndo sendo significativamente
diferente entre os grupos. Em relacdo ao TTI, observamos decaimento da
glicemia durante os tempos (5, 20, 35 e 60 minutos). A qual foi significativamente
reduzida nos grupos tratados com P. ostreatus entre os tempos 5 e 20 minutos
em comparagao ao grupo controle. Essa se manteve menor nos grupos tratados
em relagao ao controle ao longo dos demais tempos experimentais, com exceg¢ao

da glicemia do grupo P. ostreatus 1000mg/Kg aos 60 minutos (Figura 11).
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Figura 11 — Teste de tolerancia a insulina (TTI) ao final do periodo experimental. Dados
expressos como média + EPM. * diferencga significativa dos grupos P. ostreatus 500 (P<0,001),
P. ostreatus 1000 (P<0,01) e P. ostreatus 2000 (P<0,001) vs grupo Controle; # diferenca
significativa dos grupos P. ostreatus 500 (P<0,01) e P. ostreatus 2000 (P<0,05) vs grupo Controle.

No que concerne a constante de decaimento da glicemia, os grupos P.
ostreatus 500mg/Kg e P. ostreatus 2000mg/Kg apresentaram maior variagao em
relacdo ao grupo controle. J& o grupo P. ostreatus 1000mg/Kg nao diferiu

significativamente em relagdo ao controle e aos demais grupos tratados (Figura

12).
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Figura 12 - Constante do decaimento da glicemia (KITT). Dados expressos como média + EPM.
* diferencga significativa vs grupo Controle.
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6 Discussao

No presente estudo, nosso principal achado foi mostrar que o extrato do
cogumelo P. ostreatus aumenta a sensibilidade insulinica. Somado a isso, o fato
de nenhuma das concentragdes desse extrato ter sido prejudicial aos animais no
periodo estudado em camundongos fémeas saudaveis, esse emerge com
grande potencial para ser utilizado como adjuvante na prevengao/tratamento
da resisténcia insulinica.

Nao observamos nenhum sinal de toxicidade aguda/subcrénica em nosso
estudo, indo de encontro aos achados de Lebeque et al (2018), os quais
avaliaram toxicidade aguda a partir do pé de corpo de frutificacdo de P. ostreatus
em uma unica dose de 2000mg/Kg de seis camundongos BALB/c, sendo 3
machos e 3 fémeas. Nao foram constatadas alteragdes nos sinais clinicos dos
animais, sendo classificado como potencialmente n&o toxico.

Nao foi encontrado nenhum estudo que testou toxicidade subcrdnica do
extrato de P ostreatus em camundongos, porém, conforme o experimento
realizado, nenhum sinal de toxicidade subcrénica foi constatado, sendo seguro
0 uso de até 2000mg/Kg ao dia. Outros estudos avaliaram alguns cogumelos
comestiveis em relagédo a toxicidade. Lee et al (2019), avaliaram a seguranga
dos micélios de Hericium erinaceus enriquecidos com erinacina A por meio de
uma alimentagao subcrénica nas doses de 875mg/Kg, 1750mg/Kg e 2625mg/Kg.
Foram 60 ratos Sprague-Dawley fémeas e machos. Os resultados nao
apresentaram sinais toxicolégicos do consumo de H. erinaceus por tempo
prolongado. Um outro estudo analisou a toxicidade aguda do po liofilizado de
Amauroderma rugosum em 12 ratos Sprague Dawley fémeas com uma dose
unica de 2000mg/Kg, nao apresentando nenhum sinal de toxicidade. Pan et al
(2017), analisaram a toxicidade aguda e subcrénica de Amauroderma rude a fim
de fornecer uma base cientifica para possivel uso como alimento. Para
toxicidade aguda foram utilizados 20 camundongos machos e fémeas, com uma
dose do extrato aquoso de A. rude de 15000 mg/Kg. Para toxicidade subcrénica
foram utilizados 104 ratos Sprague Dawley machos e fémeas com doses de 0,1g;
0,2g; 0,4g. Nenhum efeito de toxicidade foi relatado.

Algumas oscilagdes no peso corporal dos animais foram observadas no

presente estudo. Todos os grupos tratados com o extrato diminuiram o peso em
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relacdo ao grupo controle na 12 semana, porém nao mostraram diferenca
significativa entre o peso inicial e final durante o experimento. Corroborando com
nossos achados, Xiong et al (2017), também nao constataram uma oscilagao
significativa do peso corporal em animais avaliados com ergosterol presente no
P. ostreatus em camundongos que consumiam uma dieta hiperlipidica. Ja Sheng
et al (2019) observaram uma redugdo de peso em camundongos machos
C57BL/6J, obesos com dieta hiperlipidica, tratados com extrato aquoso de P.
citrinopileatus objetivando a analise dos efeitos antiobesidade e hipolipemiante
do mesmo.

O consumo alimentar variou entre os grupos durante as semanas de
tratamento. P. ostreatus 500mg/Kg aumentou o consumo na 1% semana
diferentemente dos outros grupos tratados que diminuiram o consumo,
mantendo-se em uma meédia até o final do experimento. Na 22 semana, o grupo
1000mg/Kg aumentou o consumo em relagado a 12 semana. Apds, ndo houveram
diferengas significativas entre os grupos. O que nao foi constatado em outros
estudos com este cogumelo, como no de Xiong et al (2017), onde né&o
apresentaram diferengas no consumo alimentar em ratos com dieta hiperlipidica.

Segundo Lindequist & Haertel (2020) as propriedades farmacoldgicas
estudadas nos cogumelos sao atribuidas aos compostos bioativos,
principalmente, os polissacarideos. A propriedade hipoglicémica pode estar
associada pelo aumento da atividade da glicoquinase e pela secregdo de
insulina, aumentando a utilizagdo de glicose pelos tecidos periféricos, inibindo a
glicogénio sintase quinase, promovendo a sintese de glicogénio (Lindequist &
Haertel, 2020). No presente estudo, observamos que todas as doses do extrato
apresentaram maior sensibilidade a insulina quando comparados ao grupo
controle no TTI. As doses de 500 e 2000mg/kg mostraram melhores resultados
que o grupo 1000mg/kg. Em estudo prévio do nosso grupo verificamos que a
dose de 500mg/Kg mostrou-se promissora em aumentar a sensibilidade a
insulina em camundongos C56BL/6 machos tratados com extrato de P. ostreatus
na dose de 500mg/Kg (Degrandis, 2021). Jayasuriya et al (2012) mostraram que
a dose de 500mg/Kg foi a mais promissora dentre outras testadas (250, 500,
750, 1000 e 1250mg/kg) em ratos wistar diabéticos, apresentando melhor agao
hipoglicemiante e menor valor de hemoglobina glicada. Ravi et al. (2013)

também demonstraram efeitos hipoglicemiantes em camundongos diabéticos
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pela administracao de P. ostreatus, porém em uma dosagem menor (250mg/kg)
das quais foram testadas em nosso trabalho.

Assim como no trabalho de Ng, et al (2015) os compostos ativos nao
foram avaliados de forma isolada e sim como extrato, os quais podem conter
outros compostos antagdnicos ao efeito esperado, podendo ser uma justificativa
a dose de 1000mg/Kg nao se mostrar significativamente eficaz como as outras.
No estudo prévio por Ng et al (2015) foram analisados o efeito hipoglicémico de
Pleurotus sajor-caju em ratos diabéticos e induzidos por estreptozotocina, assim
como a toxicidade aguda do extrato aquoso do mesmo. Em relagdo ao efeito
hipoglicemiante, foram testadas doses de 750 e 1000mg/Kg em animais controle
e diabéticos por 21 dias, demonstrando que as duas doses obtiveram efeito
semelhante ao da metformina, um antidiabético oral da classe das biguanidas.
Ratos tratados com a dose de 750mg/Kg obtiveram queda superior nos niveis
de glicemia (23,5%) ap6s 6 horas da administragao do extrato comparados com
os que receberam 1000mg/kg (21,2%), mostrando que a dose de 750 possui
efeito hipoglicemiante mais imediato que as demais. Em relagdo a toxicidade
aguda, o extrato de Pleurotus sajor-caju até 5 e 10 vezes a dose efetiva, ndo
apresentou nenhum tipo de efeito téxico e nenhuma morte foi relatada (Ng et al,
2015).

A taxa de decaimento da glicose pode ser determinada pela supressao da
produgao hepatica de glicose e pelo estimulo a captacao de glicose pelas células
alvo. Quanto mais rapida e intensa for a queda maior sera a sensibilidade a
insulina. Essa queda é observada nos minutos 5 e 20 apo6s aplicagao de insulina
refletindo a captacéo de glicose pelos tecidos e inibicdo de glicose pelo figado
(GELONEZE & TAMBASCIA, 2006). Os grupos P. ostreatus 500mg/Kg e
2000mg/Kg apresentaram maior taxa de decaimento da glicemia contrapondo o
achado por Degrandis (2021) que apesar das doses 500 e 1000mg/Kg
apresentarem melhor taxa de decaimento, ndo apresentaram resultados
significativos em camundongos machos saudaveis tratados com as mesmas
dosagens do extrato de P. ostreatus. Em um outro estudo do grupo, dessa vez
utilizando P. albidus na dose de 500mg/Kg, também nao foram observados
decaimentos significativos na glicemia de camundongos machos saudaveis
(COSTA, 2019).
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7 Conclusao e Perspectivas

O presente trabalho visou um estudo de base para futuras pesquisas que
explorem o uso medicinal dos cogumelos, apontando que o da espécie Pleurotus
ostreatus melhora a sensibilidade a insulina, mostrando grande potencial como
adjuvante na prevengao/tratamento de doengas relacionadas a resisténcia

insulinica, ndo apresentando nenhum sinal de toxicidade.
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Anexo A — Carta de Aprovacdo CEEA/UFPEL

11/12/2020 SEI/UFPel - 1152906 - Parecer

PARECER Ne° 155/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.024735/2020-39
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagido da toxicidade in vivo do extrato de Pleurotus albidus”,
registrada com o n° 23110.024735/2020-39, sob a responsabilidade de Paulo Cavalheiro Schenckel - que
envolve a produgdo, manutencédo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer
FAVORAVEL a sua execugo pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal, em reunio de 08 de
dezembro de 2020.

Finalidade (x) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizacdo 04/01/2021 a 31/08/2023
Espécie/linhagem/raca Mus musculus/C57BL/6 e Rattus norvegicus/Wistar
N° de animais 164 camundongos e 5 ratos
Idade 160 dias
Sexo 32 can]undongos machos, 32 camundongos fémeas e 5
|ratos fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

Codigo para cadastro n° CEEA 24735-2020

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1310947&infra_sist... 1/2



Presidente da CEEA

eii Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico
;s’“nml'a @ Veterinario, em 11/12/2020, as 16:03, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art.
eletrdnica 62, § 12, do_Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

','E_-: acao=documento conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 1152906 e
% DR codigo CRC CA9266FO0.

Referéncia: Processo n? 23110.024735/2020-39 SEIn2 1152906



