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RESUMO

O Pleurotus ostreatus ¢ um cogumelo comestivel com elevado valor nutricional que possui atividade
antioxidante, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, hipoglicemiante e hipocolesterolémica, em
animais normais ¢ em diabéticos. A gravidez é um estado fisiologico caracterizado por aumento da
demanda da insulina e por mudangas estruturais e funcionais das células B das ilhotas a fim de manter a
homeostase glicémica. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato aquoso de P.
ostreatus sobre as adaptagdes estruturais e funcionais das ilhotas pancredticas durante a prenhez.
Inicialmente verificou-se a seguranga do uso do extrato de P. ostreatus por meio da determinacdo da
evolugdo gestacional, desempenho reprodutivo, e perfil bioquimico sérico. Foram avaliados
quatro grupos de ratas Wistar adultas: 1) grupo ndo prenhe salina (NPS): ratas virgens tratadas com
solugdo salina 0,9% por via oral; 2) grupo ndo prenhe tratado com cogumelo (NPC): ratas virgens
tratadas com P. ostreatus por via oral (100 mg/kg/dia); 3) grupo prenhe tratado com salina por via oral
(PS): ratas prenhes tratadas com solugdo salina 0,9% do 1° ao 15° dia de prenhez; 4) grupo prenhe
tratado com cogumelo por via oral (PC): ratas prenhes tratadas com P. ostreatus (100 mg/kg/dia) do 1°
ao 15° dia de prenhez. O nimero e o peso dos fetos ndo diferiram entre os grupos. O tratamento
com P. ostreatus reduziu o peso corporal final, as concentragdes séricas de proteinas totais, lactato
desidrogenase, triglicerideos, acido tUrico, ureia e a area sob a curva de insulina durante o teste oral de
tolerancia a glicose, independente do estado fisiologico. A alanina aminotransferase foi semelhante
nos grupos PS e NPS e maior no grupo PC do que nos grupos NPC, PS e NPS. A fosfatase
alcalina foi menor no grupo PC do que no grupo NPC e ndo diferiu entre os grupos PS e NPS.
O colesterol total e o HDL foram maiores no grupo NPS do que nos grupos NPC, PC e PS.
Essas varidveis nao diferiram nos grupos NPC e PC. A Proteina C Reativa-ultrasensivel foi
semelhante nos grupos NPC e PC e maior no grupo PS do que nos grupos NPS e PC. O HOMA-
B foi semelhante nos grupos NPS e NPC e menor nos grupos PC, NPC e NPS do que no grupo
PS. As células o foram maiores no grupo NPC do que nos grupos PC, NPS e PS, e foi
semelhante nos grupos NPS e PS. As células f foram maiores nos grupos tratados com
cogumelos do que nos grupos tratados com solucdo salina. A intensidade da fluorescéncia do
glucagon foi menor no grupo PS do que no grupo NPS e maior no grupo PC do que no grupo
NPC. No grupo NPC, a intensidade da fluorescéncia do glucagon foi menor do que no grupo
NPS e, em contraste, foi maior no grupo PC do que no grupo PS. A intensidade da fluorescéncia
da insulina foi semelhante nos grupos PC e NPC e menor no grupo PS do que no grupo NPS.
No grupo NPC, a intensidade da fluorescéncia da insulina foi maior em comparagao ao grupo
NPS, assim como no grupo PC em comparacao ao grupo PS. A frequéncia de células enddcrinas
nas fases G1, S e G2 foi maior nos grupos prenhes do que nos grupos nao prenhes € menor nos

grupos tratados com cogumelos do que nos grupos tratados com solu¢ao salina. Portanto, pelo
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menos nesta fase da gestacdo, o extrato aquoso de P. ostreatus ndo comprometeu a satde
materna e fetal, nem interferiu negativamente nas adaptagdes da estrutura das ilhotas

pancredticas e na homeostase da glicose.

Palavras-chave: células a; células B; glicemia, insulinemia; homeostase glicémica.
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ABSTRACT

Pleurotus ostreatus is an edible mushroom with high nutritional value that has antioxidant,
hepatoprotective, anti-inflammatory, hypoglycemic and hypocholesterolemic activity in
normal and diabetic animals. Pregnancy is a physiological state characterized by increased
insulin demand and by structural and functional changes in islet § cells in order to maintain
glycemic homeostasis. This work aimed to evaluate the effects of the aqueous extract of P.
ostreatus on the structural and functional adaptations of the pancreatic islets during pregnancy.
Initially, the safety of using the P. ostreatus extract was verified by determining the gestational
evolution, reproductive performance, and serum biochemical profile. Four groups of adult
Wistar rats were evaluated: 1) saline non-pregnant group (NPS): virgin rats treated with 0.9%
saline solution orally; 2) mushroom-treated non-pregnant group (NPC): virgin rats treated with
P. ostreatus orally (100 mg/kg/day); 3) pregnant group treated with oral saline (PS): pregnant
rats treated with 0.9% saline solution from the 1st to the 15th day of pregnancy; 4) pregnant
group treated with mushroom orally (PC): pregnant rats treated with P. ostreatus (100
mg/kg/day) from the 1st to the 15th day of pregnancy. The number and weight of fetuses did
not differ between groups. Treatment with P. ostreatus reduced final body weight, serum
concentrations of total proteins, lactate dehydrogenase, triglycerides, uric acid, urea and the
area under the insulin curve during the oral glucose tolerance test, regardless of the
physiological state. Alanine aminotransferase was similar in the PS and NPS groups and higher
in the PC group than in the NPC, PS and NPS groups. Alkaline phosphatase was lower in the
PC group than in the NPC group and did not differ between PS and NPS groups. Total
cholesterol and HDL were higher in the NPS group than in the NPC, PC and PS groups. These
variables did not differ in the NPC and PC groups. Ultrasensitive C-Reactive Protein was
similar in the NPC and PC groups and higher in the PS group than in the NPS and PC groups.
HOMA-B was similar in the NPS and NPC groups and lower in the PC, NPC and NPS groups
than in the PS group. a cells were larger in the NPC group than in the PC, NPS and PS groups,
and it was similar in the NPS and PS groups. 8 cells were larger in the mushroom-treated groups
than in the saline-treated groups. The intensity of glucagon fluorescence was lower in the PS
group than in the NPS group and higher in the PC group than in the NPC group. In the NPC
group, the intensity of glucagon fluorescence was lower than in the NPS group and, in contrast,
was higher in the PC group than in the PS group. Insulin fluorescence intensity was similar in
the PC and NPC groups and lower in the PS group than in the NPS group. In the NPC group,
the intensity of insulin fluorescence was higher compared to the NPS group, as well as in the

PC group compared to the PS group. The frequency of endocrine cells in phases G1, S and G2
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was higher in pregnant groups than in non-pregnant groups and lower in mushroom-treated
groups than in saline-treated groups. Therefore, at least at this stage of pregnancy, the aqueous
extract of P. ostreatus did not compromise maternal and fetal health, nor negatively interfere

with the adaptations of the structure of the pancreatic islets and glucose homeostasis.

Keywords: a cells, B cells, glycemia, insulinemia, glucose homeostase.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos sdo mundialmente consumidos por possuirem elevado valor nutricional,
propriedades medicinais e grande valor economico e ecoldgico [1-3]. Em geral, os cogumelos
contém 90% de agua e 10% de matéria seca [4-5], além de quantidades significativas de
vitaminas e aminoacidos essenciais [4], sendo o seu valor nutricional comparado ao do ovo,
leite e carne [6]. Aproximadamente 14.000 espécies de cogumelos ja foram identificadas até
agora, das quais cerca de 2.200 espécies sdo identificadas como cogumelos comestiveis. Entre
estas, cerca de 650 espécies tém sido amplamente estudadas, cultivadas e consumidas para
aplicagdes médicas e de saude [7].

O Pleurotus spp. consiste em cerca de 40 espécies distribuidas em uma ampla gama de
regides tropicais e temperadas. Um grande numero de espécies de Pleurotus foi identificado e
tem sido comercializado. A combinagdo do alto valor nutricional, bioatividade e seguranga no
consumo do corpo de frutificacdo em p6 do Pleurotus destaca seu potencial como agente
nutracéutico promotor de saude e da qualidade de vida. No entanto, muitas espécies de
Pleurotus spp. ainda precisam ser analisadas quanto ao seu potencial nutracéutico e medicinal
[8].

O Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) P. Kumm., ¢ o segundo fungo mais cultivado no
mundo [9-10]. As propriedades nutracéuticas associadas ao P. ostreatus incluem atividade
hipocolesterolémica, antioxidante, antitumoral, hepatoprotetora, hipotensora, antinociceptiva e
antifngica [11], bem como efeito anti-inflamatdrio e hipoglicemiante em animais normais e
em diabéticos [12-13]. O efeito hipoglicémico do P. ostreatus tem sido atribuido, entre outros
mecanismos, ao aumento da secrecdo de insulina e da ag¢do desse hormonio em tecidos
periféricos [14]. Embora o potencial hipoglicémico oral agudo e cronico e hiperinsulinémico
do P. ostreatus tenha sido estabelecido, o mecanismo celular e os seus efeitos sobre a estrutura
e fun¢do das ilhotas pancreaticas, bem como sobre a acdo da insulina durante a gestagdo foi
pouco explorado.

Na gravidez normal a resisténcia a insulina branda ¢ uma adaptagdo que garante o
crescimento fetal. Para manter a homeostase glicémica as ilhotas pancreaticas utilizam uma
variedade de mecanismos adaptativos, incluindo aumento da massa e do numero de células f3, e
da capacidade de secre¢do de insulina. Quando a secre¢do ndo consegue atender a demanda
aumentada de insulina devido a resisténcia periférica a esse hormonio, pode ocorrer
hiperglicemia e diabetes mellitus gestacional. As alteragdes comumente observadas no diabetes

mellitus gestacional, como lipotoxicidade, inflamacdo, estresse oxidativo, deficiéncias de
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adipocina e da sinaliza¢do na placenta estdo associadas com a adaptagdo prejudicada das células
B pancreaticas [15].

Recentemente, um ensaio clinico randomizado controlado por placebo mostrou que a
ingestdo de cogumelo (Agaricus bisporus) resultou em um risco significativamente menor de
hipertensdo gestacional, pré-eclampsia, ganho de peso gestacional, diabetes gestacional e
macrossomia [16]. A julgar por resultados de estudos que avaliaram outras espécies de
cogumelos em modelos de diabetes gestacional e mostraram seguranga do consumo durante a
gestagdo para mae e feto, além das propriedades antioxidantes, hipolipidémica, hipoglicemiante
e hepatoprotetora [17-19], € provavel que o P. ostreatus possua propriedades que interfiram
beneficamente nas adaptacdes do pancreas e dos tecidos alvo da insulina durante a gestacao.
Estudos que esclarecam esses aspectos podem contribuir para a expansdo dos conhecimentos
sobre a atividade farmacoldgica e o direcionamento do uso dessa espécie de cogumelo como

agente nutracéutico.
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1.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar os efeitos do extrato aquoso do P. ostreatus sobre as adaptagdes estruturais e

funcionais das ilhotas pancredticas de ratas Wistar durante a prenhez.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Verificar a evolugdo gestacional e o desempenho reprodutivo de ratas tratadas durante a
prenhez com o extrato aquoso de P. ostreatus.

- Determinar as fung¢des hepatica e renal de ratas tratadas durante a prenhez com extrato aquoso
de P. ostreatus.

- Verificar o perfil lipidico de ratas tratadas durante a prenhez com o extrato aquoso de P.
ostreatus.

- Caracterizar a morfologia das ilhotas pancredticas e das células enddcrinas em ratas tratadas
com P. ostreatus durante a prenhez.

- Verificar a fun¢do das células B in vivo em ratas tratadas com P. ostreatus durante a prenhez.
- Determinar a sensibilidade a insulina in vivo em ratas tratadas com P. ostreatus durante a
prenhez.

- Verificar o perfil glicémico de ratas tratadas com P. ostreatus durante a prenhez.
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2 REVISAO BIBIOGRAFICA

Os cogumelos compreendem um grupo de fungos de tamanho macroscépico, que possui
corpo de frutificacdo distinto e produz bilhdes de esporos. Apresentam morfologia varidvel,
com corpos de frutificacdo variando de colorido (amarelo, laranja, vermelho, violeta ou verde),
escura (marrom ou preto) a incolor (branco ou hialino), de consisténcia carnosa fragil a coridcea
resistente [20-22].

Atualmente, o cultivo de cogumelos comestiveis ¢ processo biotecnoldgico que utiliza
residuos da agroindustria geralmente queimados ou desprezados, tais como esterco animal,
palhas de cereais, residuos de madeira e diversas gramineas [10, 23-25]. Ao utilizarem esses
residuos como substratos, os fungos promovem a ciclagem de carbono e outros elementos, e
simultaneamente produzem enzimas que degradam elementos complexos e permitem a
absorcdo de substancias soluveis utilizadas para a sua propria nutricdo [26]. O cultivo de
cogumelos comestiveis fornece alimento de alto valor nutricional e substancias bioativas com
as mais variadas aplicacdes farmacologicas [27-28]. Adicionalmente, o subatincias
bioatsubstrato residual resultante do cultivo de cogumelos comestiveis pode ser utilizado como
forragem para animais, condicionador de solo ou fertilizante natural ou como alimento para
animais, fechando o ciclo de aproveitamento da matéria-prima [29]. Portanto, o cultivo de
cogumelos tem importante fungdo ecologica e econdmica, podendo vir a ser uma solugdo para
as caréncias nutricionais e a polui¢ao ambiental [10].

Cerca de 300 espécies de cogumelos sdo comestiveis, mas apenas 30 foram
domesticadas e dez cultivadas comercialmente [30]. O principal cogumelo cultivado no mundo
¢ 0 Agaricus bisporus seguido por Pleurotus sp. [9], Lentinula edodes, e outros cogumelos que
j& possuem lugar importante no mercado [3].

Particularmente, o P. ostreatus pode ser cultivado de forma simples e barata, pois requer
um tempo de crescimento menor comparado a outros cogumelos comestiveis, o substrato
utilizado para o seu cultivo ¢ menos dispendioso e durante o seu crescimento converte uma alta
porcentagem do substrato em corpos de frutificacdo (basidioma), aumentando a lucratividade.
Além disso, o P. ostreatus exige menores controles ambientais, e seus corpos de frutificacao
ndo sdo frequentemente atacados por doengas e pragas [3]. Do ponto de vista nutricional, possui
sabor e propriedades aromaticas Unicos, ¢ considerado rico em proteinas, fibras, carboidratos,
vitaminas e minerais. Finalmente, sdo também promissores como cogumelos medicinais,
exibindo atividades hematologicas, antivirais, antitumorais, antibidticas, antibacterianas,

antidiabética, hipocolesterolémicas e imunomoduladoras [31].
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2.1 VALOR NUTRICIONAL DO P. ostreatus

O uso de cogumelos como alimento ¢ tdo antigo quanto a civilizacdo humana, tendo
grande importancia na dieta por seu valor nutricional: sdo ricos em proteinas, carboidratos nao
amilaceos, fibras alimentares, minerais, vitamina, possuem baixa quantidade de gordura, mas
tém excelente teor de acidos graxos essenciais [32-33]. As caracteristicas de crescimento, o
estagio e condicdo pos-colheita podem influenciar a composi¢cdo e o valor nutricional dos
cogumelos comestiveis. Além disso, grandes variagdes ocorrem tanto entre as espécies como
dentro delas [34-35].

Os cogumelos comestiveis contém uma porcentagem alta de umidade que varia entre 80
e 95 g/100 g, aproximadamente, e grande teor de cinzas (80-120 g/kg de matéria seca),
principalmente potéssio, fosforo, magnésio, calcio, cobre, ferro e zinco. Os carboidratos sdo
encontrados em altas proporg¢des, incluindo quitina, glicogénio, trealose e manitol; além disso,
contém fibras, f-glucanas, hemiceluloses e substancias pécticas. Glicose, manitol e trealose sao
acucares abundantes em cogumelos comestiveis cultivados, mas frutose e sacarose sao
encontradas em quantidades baixas. O teor de proteina varia entre 200-250 g/kg de matéria
seca, sendo leucina, valina, glutamina, acidos glutamico e aspartico os aminoacidos mais
abundantes. Com 20-30 g de lipidios/kg de matéria seca, predominam os acidos graxos
linoleico, oleico e palmitico. Quanto as vitaminas, os cogumelos possuem altos teores de
riboflavina, niacina, folatos e tracos de vitamina C, By, Bi2, D e E. Ao contrario dos cogumelos
cultivados, os selvagens sdo geralmente excelentes fontes de vitamina D>, uma vez que a luz
UV-B ¢ necessaria para produzir essa vitamina e o cultivo exige ambiente escuro [34-40,].

Uma analise da composicdo do extrato do corpo de frutificagdo liofilizado do P.
ostreatus mostrou conteudo significativo de carboidratos (55g/100g peso seco) e proteinas
(27,45 g/ 100 g de peso seco, com uma digestibilidade in vitro de 75%) e baixo teor de gordura
(4 g/ 100 g de peso seco), além de micronutrientes importantes, como minerais (Fe, Cu, Zn,
Mn, Mg e Co) e acido ascorbico [41].

Os resultados de estudo que avaliou o valor nutricional do P. ostreatus selvagens da
Transilvania mostraram a seguinte composicdo em 100g de matéria seca: 332,80 kcal, 62,45¢g
de carboidratos, 11,11 g de cinzas, 17,92 g de proteina bruta, 1,26 g de lipidio bruto [42].

Os corpos de frutificagdo do P. ostreatus fresco cultivados em residuo de carogo de
algodao na Etiopia possuem contetidos de proteina e gordura brutas de 28,85 e 2,47%, teor de
carboidratos de 48,16%, fibra bruta de 12,87% e cinzas de 9,76% [43].

A composicao nutricional do P. ostreatus produzidos em substratos alternativos a base
de residuos agricolas e agroindustriais da Amazdnia € caracterizada por altos teores de proteinas

(11,96-21,16 %), carboidratos metabolizaveis (32,17- 46,15%) e fibras (18,39-31,30%); baixos
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teores de lipidios (1,27-2,14%) e de calorias (211,86-251,32 kcal) [44], e altas concentragdes
de potéssio, fésforo, magnésio e ferro [45-46].

O teor de acucares totais presentes no corpo de frutificacdo do P. ostreatus cultivado e
comercializado em Portugal foi de 4,97%, sendo encontrado frutose (0,01%), manitol (0,54%)
e trealose (4,42%), e a sacarose nao detectada [35].

Os aminoacidos mais abundantes no P. ostreatus foram cultivados em palha de trigo,
ou misturado com bagago de uva, ou em subprodutos da induastria da azeitona. Com base no
peso seco os aminodcidos totais representaram 130,12 mg/g de amostras, predominando
glutamina (7,8-21,69 mg/g), seguido por leucina (8,59-16,45 mg/g), alanina (7,22-13,33 mg/g),
valina (4,24 —9,49 mg/g), acido glutamico (4,81-7,84 mg/g) e serina (3,93-8,83 mg/g) [47].

Um estudo avaliou a composicdo de 4cidos graxos em um P. ostreatus silvestre da
regido de Anatolia, na Turquia, mostrou niveis de acidos graxos insaturados maiores do que os
saturados (66,48% versus 21,77%), sendo predominante o acido graxo essencial cis-linoleico
(65,29%), seguido pelos acidos palmitico (12,40%), oleico (10,36 %) e estearico (3,71%).
Isdmeros trans de acidos graxos insaturados foram detectados em quantidades muito baixas
(0,11%)[32]. A composi¢ao de acidos graxos do corpo de frutificagdo do P. ostreatus cultivado
e comercializado em Portugal ndo foi muito diferente: 69,4% de acido graxos insaturados,
17,0% de saturados e 13,6% de monoinsaturados, sendo 68,9 % de cis-linoleico, 11,2% de
palmitico, 12,3% de oleico e 1,6% de estearico [35].

Portanto, conclui-se que os cogumelos podem contribuir significativamente para superar
deficiéncias nutricionais, especialmente de proteina nos paises em desenvolvimento, onde
proteinas de boa qualidade de origem animal ndo estdo disponiveis ou sdo inaceitaveis devido

a crengas religiosas [48-49].

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DO P. ostreatus

Além dos componentes nutricionais, os cogumelos comestiveis contém quantidades
importantes de compostos bioativos, sendo por isso considerados alimento funcional ou
excelentes fontes de nutracéuticos. Sdo considerados alimentos funcionais aqueles que
fornecem beneficios além da nutricdo basica e podem desempenhar um papel na redugdao ou
minimizacdo do risco de certas doencgas ¢ outras condigdes de saude [50]. Nutracéuticos sao
definidos como qualquer substincia (alimento ou parte de um alimento) que fornecem
beneficios médicos ou de satde, incluindo a prevengao e o tratamento de doencas [51].

As substancias bioativas encontradas nos cogumelos sdo os metabolitos secundarios
(acidos, terpendides, polifendis, sesquiterpenos, alcaldides, lactonas, esterdis, agentes quelantes

de metais, andlogos de nucleotideos e vitaminas), glicoproteinas e polissacarideos,
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principalmente S-glucanas. Proteinas com atividades bioldgicas e que podem ser utilizadas em
processos biotecnologicos e para o desenvolvimento de novos medicamentos, incluindo
enzimas de degradacao de lignocelulose, lectinas, proteases e inibidores de proteases, proteinas
inativadoras de ribossomos e hidrofobinas também sio encontradas nos cogumelos comestiveis
[52].

O teor e o tipo de substincias biologicamente ativas encontradas nos cogumelos
comestiveis podem variar consideravelmente em fun¢do das diferengas na linhagem, substrato,
cultivo, estagio de desenvolvimento, idade, condi¢cdes de armazenamento, processamento e
praticas de cozimento [37,53-54].

Os estudos que avaliam as propriedades dos cogumelos sdo na maioria das vezes
realizados com os corpos de frutificacdo. Porém os meios de cultura utilizados no cultivo
também tém sido explorados como potenciais fontes de compostos bioativos [55]. O cultivo in
vitro de micélios também ¢ uma fonte promissora de compostos bioativos, por exigir menor
tempo de incubagdo e menor espago, além da baixa probabilidade de contaminagdo e maiores
rendimentos de biomassa quando comparados aos corpos de frutificagdo [56].

Os compostos bioativos identificados nos cogumelos Pleurotus spp. podem ser
divididos entre aqueles com alto e baixo peso molecular. Os compostos bioativos de alto peso
molecular abrangem principalmente polissacarideos, incluindo B-glucanos, peptideos e
proteinas. Os compostos bioativos de baixo peso molecular incluem terpenos, ésteres de acidos
graxos e polifenois [57].

Quanto aos polissacarideos, o P. ostreatus contém em 100g de peso seco 25,636 g de
glucanos totais e 24,230 g de B-glucanos [58]. Nos corpos de frutificacdo, P. ostreatus contém
9 g e no micélio os 4,6 g de B-glucanos [59]. Segundo SYNYTSYA et al. [60], a concentragao
de B-glucanas no estipe dos corpos de frutificagdo de P. ostreatus ¢ de 32,5-50% do peso seco
e ¢ maior do que no pileo do cogumelo (27,4-39,2% do peso seco). A concentragdo total de a-
(1—3)-glucanos no basidioma no género Pleurotus varia de 2,0% a 4,0% de peso seco [58].
Investigacdes provaram que a fracdo de a-glucanas dos corpos de frutificagdo de P. ostreatus
exibe um efeito antineoplasico contra linhagens de células de cancer colorretal [61]. Outros
estudos que isolaram e avaliaram fra¢des de prolissacarideos do P. ostreatus comprovaram
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorios [62-63].

Proteinas, peptideos e lectinas sdo outras substancias de alto peso molecular presentes
em cogumelos do género Pleurotus sp. que apresentam propriedades medicinais. No P.
ostreatus foi identificado uma proteina com estrutura semelhante a ubiquitina que tem a

propriedades de inibir a transcriptase reversa do virus da imunodeficiéncia humana 1 [64]. Um
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extrato proteico obtido de P. ostreatus exibiu um efeito terapéutico para a linhagem celular de
cancer colorretal SW480 e leucemia monocitica THP-1 por induzir apoptose [65].

O 4cido ferulico e o 4cido p-cumarico sdo os principais acidos fenolicos encontrados no
género Pleurotus As concentragdes nos corpos de frutificagdo do P. ostreatus sao,
respectivamente, 30,00 e 10,54 pg/g de peso seco [66].

Cogumelos do género Pleurotus contém lovastatina, que pertence ao grupo das estatinas
que afetam o metabolismo do colesterol. Esses compostos inibem a oxidagao do colesterol LDL
e afetam positivamente o sistema de coagulacdo e fibrindlise. Possuem propriedades anti-
inflamatérias, anticoagulantes e antioxidantes. De acordo com ALARCON et al. [67] o teor
médio de lovastatina na matéria seca de cogumelos ostra ¢ de 0,7-2,8%. Em corpos de
frutificacdo de P. ostreatus a concentragdo encontrada foi de 216 mg/kg de matérias seca [68].
ALAM et al. [69] realizou um estudo em animais e comprovou que a lovastatina contida nos
corpos de frutificagdo em pd de P. ostreatus afetou positivamente o perfil lipidico, bem como
as fungdes hepatica e renal. Os niveis de colesterol total e triglicerideos no sangue dos ratos

diminuiram.

2.3 PROPRIEDADES ANTI-DIABETICAS DO P. ostreatus

O diabetes mellitus ¢ um grupo de doencas metabdlicas caracterizado por hiperglicemia,
resultante da deficiéncia absoluta ou relativa de insulina associada ou ndo a resisténcia a
insulina. Os cogumelos comestiveis do género Pleurotus spp. possuem propriedades anti-
diabéticas anti-hiperlipidémcias atribuidas a presenga de compostos bioativos.

O P. ostreatus tem um potencial hipoglic€émico promissor em modelo animal de diabetes
induzido por aloxana e por estreptozotocina [70-71]. Além do efeito hipoglicémicos, foi
observada reducdo das concentragdes séricas de colesterol, triglicerideos e colesterol LDL e
aumento do colesterol HDL. A administragdo do extrato de P. ostreatus aos animais reduziu
significativamente as concentragdes séricas de creatinina e ureia, indicando melhora da funcao
renal, e a perda de peso corporal foi interrompida [71]. O efeito hipoglicémico tem sido
associado ao aumento da fosforilagdo da AMPK (proteina quinase ativada por AMP) e tambem
da expressdo do RNA mensageiro de GLUT4 nos tecidos muscular e adiposo [70].

Em um estudo com voluntarios humanos saudaveis e diabéticos a ingestao de suspensao
de liofilizado de P. ostreatus (50 mg / kg de peso corporal) seguido por uma carga de glicose
teve efeito hipoglicemiante. Nos diabéticos o P. ostreatus reduziu significativamente a glicemia
de jejum e pos-prandial e aumentou a insulinemia. Os possiveis mecanismos hipoglicémicos
foram avaliados em ratos, por meio do exame da absor¢do intestinal de glicose e da

concentragdo sérica de insulina, glicoquinase e glicogénio sintase quinase. Nos ratos, o



22
cogumelo ostra aumentou a absor¢do intestinal de glicose, mas simultaneamente reduziu a
glicemia e a concentracdo séricas da glicoquinase e do glicogénio sintase quinase, € aumentou
a secre¢do de insulina. O mecanismo hipoglicémico nesse caso foi atribuido ao aumento da
secre¢do de insulina e da utilizacdo de glicose pelos tecidos periféricos, a inibi¢do do glicogénio
sintase quinase que promoveu a sintese de glicogénio [72].

Em modelos experimentais de gravidez sdo escassos os estudos avaliando o efeito do P.
ostreatus. Entretanto, efeitos benéficos de uma dieta baseada em Agaricus bisporus foram
observados em complicacdes relacionadas a gravidez, como hipertensdo e macrossomia, em
um recente ensaio clinico randomizado controlado por placebo [16]. Uma amostra de 1.244
mulheres que planejavam a primeira gravidez foi recrutada e distribuida aleatoriamente para
consumir pelo menos 100g de cogumelo branco (cozido de acordo com o gosto pessoal)
diariamente ou seguir uma dieta normal, desde antes da gravidez até a 20* semana de gestagao.
No final, 582 mulheres no grupo que consumiu cogumelo e 580 no grupo placebo completaram
o programa. O desfecho primario foi hipertensdo gestacional, medida pela pressdo arterial
diastdlica e sistolica; o desfecho secundario incluiu pré-eclampsia, ganho de peso corporal
gestacional, outras complicacdes da gravidez, como diabetes mellitus gestacional e peso ao
nascer. Os resultados mostraram um impacto benéfico da dieta de cogumelos em todos os
pardmetros mencionados acima, € um risco significativamente menor de hipertensdo
gestacional, pré-eclampsia, ganho de peso gestacional, diabetes gestacional e macrossomia.

Em ratas com diabetes mellitus gestacional induzida por estreptozotocina com doses
diarias de 100 ou 200 mg / kg de peso de Lentinus edodes liofilizado e reconstituido reduziu a
glicemia, a uremia, os triglicerideos e aspartato aminotransferase [73]. A exposi¢do de ratas
com diabetes gestacional ao Lentinu edodes aumentou a insulinemia e melhorou os

biomarcadores do estresse oxidativo [19].

2.4 ESTRUTURA E FUNCAO DO PANCREAS ENDOCRINO

O pancreas maduro possui um componente exocrino e outro enddcrino que diferem
quanto a morfologia e fun¢do. A por¢do exdcrina, compreendendo 95 a 99% do pancreas, inclui
as c¢lulas acinares e ductos, e produz enzimas que promovem a digestdo e absorcdo de
nutrientes no intestino. O pancreas enddcrino ¢ um 6rgdo essencial para a manutengdo da
homeostase glicémica. As células enddcrinas maduras formam as ilhotas de Langerhans,
agregados de células derivadas de endodermas espalhados por todo o pancreas exdcrino. Quatro
tipos celulares distintos compdem as ilhotas de Langerhans: células a (10-15%), B (65-80%), &

(5%) e PP (10-15%), que produzem e secretam, respectivamente, glucagon, insulina,
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somatostatina e polipeptidio pancreético [74-75]. Durante a fase de desenvolvimento, as ilhotas
pancredticas contém células €, que produzem grelina [76]. Dentre os cinco diferentes tipos
celulares presentes nas ilhotas de Langerhans (células a, B, 5, PP e ¢€), as células e a sdo
consideradas as mais importantes para o controle da glicemia, por produzirem e secretarem
insulina e glucagon [77].

A populacao de células § € dindmica, ocorrendo mudangas compensatorias na sua massa
e fun¢do, que garantem a manuten¢do da glicemia numa estreita faixa de variacdo [78]. A
disfuncdo e/ou reducdo da massa de células 3 sdo observadas no diabetes tipo 1 e no tipo 2 [79].

A massa de células B ¢ determinada pelo balanco entre mecanismos que aumentam
(hipertrofia, proliferagdo, neogénese e transdiferenciagdo) e que reduzem (atrofia, necrose,
autofagia e apoptose) o tamanho e nimero de células [80-83]. Sabe-se que h4d aumento da massa
ao longo da vida, que ocorre renovagdo e perda continua (turnover); e que ocorrem mudancas
compensatdrias adicionais para manter a homeostase da glicose [78].

A proliferagdo consiste na replicacdo de células existentes. Apds o nascimento e sob
condicdes fisiologicas, a replicagdo a partir de células B preexistentes parece ser o principal
mecanismo para a sua reposi¢cao [84]. Em ratos normais, a replicacdo das células 3 ocorre ao
longo da vida, permanecendo estavel apds a fase de adulto jovem [83]. A taxa de replicagdo
diminui de 15,5% em ilhotas fetais para aproximadamente 3% por 24h em adultos jovens [85].
A incorporagdo de timidina ou bromodeoxiuridina ap6és uma exposicdo de 6 horas,
correspondeu a uma taxa de replicacdo de cerca 4% por 24 h em ratos de 1 més de idade,
aproximadamente 1% em ratos de 3 a 4 meses de idade e cerca de 0,5% em ratos adultos e
idosos [86].

A neogénese consiste na geracao de novas células a partir de células indiferenciadas. As
células dos ductos pancreaticos sdo consideradas células progenitoras pancreéticas. Assim, na
neogénese de ilhotas ocorre o brotamento desse micro o6rgdo a partir de células pancreaticas
progenitoras/tronco localizados no ducto ou em sua proximidade [87]. A neogénese ¢ o
principal mecanismo para a formacao de novas células 3 no embrido, e continua a ocorrer apos
o nascimento. Na fase perinatal e no desmame, observa-se uma segunda fase de aumento da
neogénese e muitas ilhotas sdo formadas. No animal adulto, o epitélio do ducto origina todos
os tipos de células pancredticas, mas esse epitélio encontra-se quiescente e a neogénese de
ilhotas € restringida por fatores locais [78].

A transdiferenciacdo consiste na conversdo de uma célula diferenciada em outro tipo
celular [88]. Ocorre naturalmente em duas fases: desdiferenciacdo da célula, seguida por

diferencia¢do da célula desdiferenciada em uma nova linhagem celular [89]. As células a
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secretoras de glucagon podem se diferenciar em células § em diversas situagdes experimentais.
Em condig¢des de perda extrema de células B, pode ocorrer a transdiferenciacao espontanea de
células a ou & em células B [90-91].

A apoptose ¢ um dos principais mecanismos responsaveis pela redu¢do da massa de
células B. A apoptose ou morte celular programada ¢ um fendmeno biologico complexo
caracterizado por encolhimento celular, condensacdo cromatica, fragmentagdo de dacido
desoxirribonucleico internucleosomal e desmontagem em vesiculas circundadas por membrana
(corpos apoptdticos) [92]. A apoptose pode ser desencadeada por ligagdo de moléculas a
receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no DNA, choque
térmico, privacdo de fatores de crescimento, niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio
e baixa quantidade de nutrientes [93]. Também esta implicada na remodelagdo do pancreas
enddcrino normal apds o nascimento, ¢ tem uma fungdo importante no desenvolvimento da
massa final das células  [86]. A importancia da apoptose na fisiologia do desenvolvimento
pancreatico normal foi demonstrada no pancreas neonatal, que tem uma frequéncia trés vezes
maior de células apoptoticas do que os animais adultos. Em ratos, o aumento da apoptose foi
observado dos 13 aos 20 dias de vida [94]. Em ratos jovens, adultos e velhos a apoptose das
células B ¢ baixa e semelhante [83].

Assim como a estrutura, a fung¢do das células 3 pancreaticas ¢ fundamental para a
manutengdo da homeostase glicémica. Nessas células a glicose ¢ o agente estimulador da
secrecdo de insulina mais potente, pelo menos nos mamiferos onivoros. A secre¢do de insulina
estimulada pela glicose depende de seu metabolismo pelas células B pancreaticas e do
consequente aumento na relagdo adenosina trifosfato (ATP) / adenosina difosfato (ADP) [95].
Em mamiferos, os dois primeiros passos do metabolismo da glicose sdo o seu transporte e a sua
fosforilagdo, realizados, respectivamente, por uma familia de proteinas transportadoras de
glicose (GLUTs) e por duas enzimas que fosforilam esse monossacarideo [95-96]. Nas células
B pancredticas, sdo representadas pelo GLUT-2, pela hexoquinase e glicoquinase, cujas
atividades mudam de acordo com as varia¢des das concentragdes de glicose sanguinea [96-97].
A metabolizacdo da glicose produz uma razao aumentada de ATP/ADP [98]. Como resultado,
os canais de potassio sensiveis ao ATP se fecham, a membrana ¢ despolarizada causando a
abertura dos canais de célcio dependentes de voltagem [99]. Ocorre influxo de célcio que ¢
detectado por multiplas proteinas de ligagdo ao calcio desencadeando a exocitose dos granulos
de insulina [100-102]. O acimulo de calcio intracelular estimula ainda as enzimas adenilato
ciclase e fosfolipase C (PLC) que geram adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e inositol-
1,4,5-trifosfato e diacilglicerol (DAG), respectivamente [103]. O inositol-1,4,5-trifosfato

mobiliza estoques intracelulares de Ca** ¢ 0 AMPc ¢ DAG amplificam o sinal deste ion
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facilitando seu influxo por ativagdo das proteinas quinases dependentes de AMPc e dependentes

de calcio, o que potencializa a secre¢do de insulina [104].

2.5 ADAPTACOES DO PANCREAS ENDOCRINO NA GRAVIDEZ

A gravidez ¢ um estado fisioldgico caracterizado por um aumento da demanda da
insulina devido a hiperfagia e a resisténcia periférica a esse hormdnio resultante da elevagao da
concentragdo sanguinea de hormoénios somatolactogénicos, como prolactina, hormdnio do
crescimento, lactogénio placentirio e hormonio de crescimento placentario. O aumento da
demanda por insulina é compensado por uma expansao da massa de células 3, e caso isso ndo
ocorra o diabetes gestacional se desenvolve [105].

Em roedores prenhes (20 dias de prenhez) observa-se aumento de 25% no volume de
ilhotas em comparacdo as ilhotas de ratas virgens. A razdo entre células B e o é elevada,
sugerindo que o aumento da massa do pancreas endocrino se deve principalmente a proliferagao
das células B [106]. O pico da expansdao da massa celular B ocorre no décimo quarto dia de
prenhez [107-108] por uma combinacdo de aumento na replicagdo e de hipertrofia associada a
baixa taxa de apoptose de células . O aumento da replicacdo de células 3 se inicia ao redor do
décimo dia com pico ocorrendo em torno do décimo quarto dia, retornando aos valores do
controle aos vinte e um dias de prenhez. A contribui¢do da neogénese para o aumento da massa
de células 3 durante a prenhez também deve ser considerada. A presenga de células 3 isoladas
ou de pequenos grupos de células B em ductos ou no compartimento acinar sugere que a
neogénese ocorre na prenhez de diferentes espécies [109]. Finalmente, a apoptose participa da
remodelacdo da massa de células B na prenhez tardia. A partir do vigésimo dia de prenhez
observa-se aumento da apoptose das células 3 [108].

O aumento da massa de células B contribui para uma maior capacidade secretoria em
resposta ao aumento da necessidade de insulina, porém adaptagdes no processo de acoplamento
estimulo-secre¢do também garantem o suprimento adequado de insulina e a homeostase
glicémica. E provavel que o aumento da sensibilidade das células p & glicose seja um dos
mecanismos mais importante [110]. A redu¢do do limiar para a secre¢ao de insulina estimulada
pela glicose tem sido considerado o principal mecanismo pelo qual as células B podem liberar
significativamente mais insulina em concentra¢des normais de glicose no sangue [111]. Em
roedores, ocorre aumento de cerca de quatro vezes na liberacdo total de insulina no décimo
quinto dia de prenhez. Além disso, ocorre redu¢do do limiar de estimulagdo da secrecdo de
insulina pela glicose, que atinge 3,25 mmol/L entre o décimo segundo e décimo quinto dia de

prenhez [107]. O aumento da expressdo do GLUT2, da expressao e da atividade da glicoquinase



26
parecem se correlacionar com o aumento da taxa de utilizacdo e oxidagdo da glicose e,
consequentemente com a redugdo do limiar da glicose para estimulagdo da secrecao de insulina
¢ aumento da sensibilidade das ilhotas a essa hexose [112]. O aumento do metabolismo do
AMPc e da PLC também tem sido considerado mecanismo envolvido na queda do limiar de
glicose para a estimulacdo da secre¢do de insulina e no aumento da liberagdo desse hormonio.
Esta hipdtese encontra refor¢o nas observacdes que em ilhotas de ratas gravidas a elevagdo da
secrecdo de insulina em resposta a glicose, estd associada ao aumento da atividade da adenilato

ciclase, e consequente elevacdo da concentracdo do AMPc [113], e do metabolismo da PLC

[114].

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Uma cepa amazodnica de P. ostreatus foi obtida da Colegdo de Cultura de
Microorganismos Agrossilviculturais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA),
Manaus, Brasil (cepa codigo 1467). A palha de capim elefante (EGS) foi escolhida como
substrato de cultivo, por ser um material lignocelulésico comumente encontrado na regiao

amazonica.

3.2 CULTIVO DE COGUMELOS

O cultivo de cogumelos foi realizado anteriormente por SALES-CAMPOS et al. [46]
no Laboratorio de Cultivo de Fungos Comestiveis do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazodnia. Os basidiomas foram colhidos, liofilizados, triturados e armazenados para posterior

analise. A composi¢do nutricional e a bioatividade do extrato foram previamente avaliadas e

descritas [44-46].

3.3 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO

A preparagdo do extrato aquoso do P. ostreatus foi realizada diariamente, dissolvendo-
se 30 mg do basidioma liofilizado em 3 mL de solu¢do salina 0,9% fresca. O extrato diluido foi
agitado em vortex por 3 minutos, e administrado por gavagem aos animais (10 mg/100g de peso

corporal).

3.4 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O estudo animal foi realizado no Laboratério de Avaliagdo Bioldgica de Alimentos do

Departamento de Alimentacdo e Nutri¢cdo da Faculdade de Nutri¢do da Universidade Federal
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de Mato Grosso. Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios de boas
praticas de laboratdrio e procedimentos cientificos e seguiram o guia pratico do manual do
biotério do Comité Internacional de Animais de Laboratorio. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Mato Grosso (Protocolo n°
23108.039877/2021-21).

Ratos Wistar machos e fémeas virgens (Rattus norvegicus, variedade Albino, ordem
Rodentia Mammalia, familia Muridae) com 90 dias de idade, obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso, foram colocados (4 fémeas e 1 macho) em gaiolas
coletivas de polipropileno medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 cm com tampas de material galvanizado,
e a gestagdo foi confirmada pela presenca de espermatozoides no esfregago vaginal. As ratas
foram separadas aleatoriamente de acordo com a presenca ou nao de prenhez e se receberam
tratamento com P. ostreatus. Nesta fase, os ratos foram alojados sozinhos em gaiolas coletivas
de polipropileno medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 cm.

Setenta e seis ratas Wistar fémeas foram separadas em quatro grupos denominados a
seguir:

I. Grupo néo prenhe salina (NPS): ratas virgens tratadas com solugao salina 0,9% do 1° ao 15°
dia.

II. Grupo néo prenhe cogumelo (NPC): ratas virgens tratadas com o extrato do P. ostreatus
(100 mg/kg/dia) do 1° ao 15° dia.

II1. Grupo prenhe salina (PS): ratas prenhes tratadas com solug¢ao salina 0,9% do 1° ao 15° dia
da prenhez.

IV. Grupo prenhe cogumelo (PC): ratas prenhes tratadas com o extrato do P. ostreatus (100
mg/kg/dia) do 1° ao 15° dia da prenhez.

A dose de 100 mg/kg foi escolhida com base em estudos que avaliaram o uso de outras
espécies de cogumelos que ndo causavam dano hepdtico em ratos e ndo alteravam o
desenvolvimento dos embrides e fetos [18-19].

Os animais receberam agua e racao comercial (Labina®, Sao Paulo, Brasil) ad libitum.
A temperatura ambiente foi mantida em aproximadamente 25°C, com umidade relativa do ar

de 55% e ciclo de luz de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram pesados uma vez por semana e a ingestdo alimentar foi registrada trés
vezes por semana. No final do periodo experimental, um grupo de ratos foi anestesiado com
pentobarbital sodico intraperitoneal (1 g/kg de peso corporal) e sacrificado por decapitacdo, e

amostras de tecido pancreatico foram coletadas e devidamente preservadas para andlise
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histologica. Outro grupo foi submetido ao teste oral de tolerdncia a glicose no 14° dia de
tratamento, e no 15° dia os ratos foram anestesiados para coleta de sangue por pungdo cardiaca
para determinagdo do perfil bioquimico. Posteriormente, foram decapitados para excisdo e
pesagem dos orgdos (coragdo, rim, figado, pancreas e tecido adiposo) e fetos. A eutandsia
ocorreu no periodo da manha (8h) e o teste oral de tolerancia a glicose no periodo da tarde
(14h). Como nao foi possivel avaliar todas as varidveis no mesmo animal, o niimero de

experimentos individuais variou entre os grupos.

3.5.1 Teste oral de tolerancia a glicose

Apdés 8 h de jejum, os ratos tiveram a extremidade da cauda seccionada para
determinagdo da glicemia de jejum e insulinemia (tempo 0). Em seguida, uma solug¢do de
glicose a 20% foi administrada por gavagem na dose de 2,0 g de glicose/kg de peso corporal, e
os niveis de glicose no sangue e insulinemia foram determinados em 30, 60 e 120 minutos. Os
niveis de glicose no sangue foram determinados usando um glicosimetro (glicometro Accu-
Chek) e a insulina foi determinada usando um kit comercialmente disponivel (kit ELISA de
insulina de rato/camundongo, EZRMI-13K, Millipore, EUA). As respostas glicémicas e
insulinémicas durante o teste oral de tolerancia a glicose foram calculadas estimando a 4rea sob
as curvas de glicose e insulina usando o método trapezoidal (20). A sensibilidade a insulina foi
avaliada usando a razdo glicose no sangue/insulinemia 120 min ap6s o teste oral de tolerancia
a glicose, e a funcdo das células B foi avaliada usando HOMA-B (Homeostasis Model

Assessment-B), que foi obtido usando a seguinte equagao [115]:

HOMA-B = 20 x insulina + (glicemia - 3,5).

3.5.2 Coleta de sangue, eutanasia, colheita de orgios e determinacdes bioquimicas e
hormonais

As amostras de sangue coletadas por pung¢do cardiaca foram acondicionadas em tubos
sem aditivos/anticoagulantes (BD Vacu-tainer®, Becton e Dickinson, Brasil) e centrifugadas
por 20 min a 2.465 xg. Apds laparotomia mediana, os tecidos foram excisados e pesados. As
amostras de soro e tecido foram armazenadas a -80 °C. Foram utilizados kits comerciais
(Wiener Lab Group, Brasil) para a determinagdo de albumina, proteina total, uréia, creatinina,
acido urico, alanina transaminase, aspartato transaminase, fosfatase alcalina e lactato
desidrogenase, proteina C reativa ultrassensivel (US- PCR), triacilglicerol, colesterol total,
HDL-colesterol, ferro sérico e a capacidade de liga¢ao do ferro no soro. O valor da transferrina

foi obtido pela seguinte equacdo: capacidade total de ligagdo do ferro x 0,7.
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3.5.3 Processamento histologico

O tecido pancreatico foi fixado em solu¢do de paraformaldeido a 4% por 24 horas a 4
°C, desidratado em concentragdes crescentes de etanol, clarificado em xileno e embebido em
parafina em processador histologico (MTP 100, Slee, Mainz, Alemanha). O tecido foi
seccionado em série com espessura de 3 pum usando um micrétomo (RM2125, Leica
Biosystems Nussloch, Alemanha) e entdo montado em laminas com superficie adesiva. Dez
cortes sequenciais do pancreas foram desparafinizados em estufa a 60 °C por 2 h, seguido de
imersdo em xileno e concentracdo decrescente de etanol. Essas ldminas foram reidratadas e
coradas com hematoxilina e eosina para determinagdo das regides pancreaticas em microscopio
de luz com aumento de 5 x (Axio Scope Al, Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As regides
pancredticas foram utilizadas para a determinacdo das massas de células B e a, conforme
descrito anteriormente [116].

Para imunofluorescéncia, ap6s a recuperagdo do antigeno a 70 °C por 1 h usando tampao
citrato (pH 6,0), os cortes foram bloqueados com albumina sérica a 5% e incubados durante a
noite a 4 °C com anticorpos primarios. Foi utilizado anticorpo policlonal anti-insulina de cobaia
(Dako, Carpinteria, EUA; A0564; 1:200) ou anticorpo policlonal anti-glucagon de coelho
(Dako, Carpinteria, EUA; A0565; 1:200). As secdes foram subsequentemente incubadas por 1
h em temperatura ambiente com um anticorpo secundario apropriado (Alexa Fluor AF-555 anti-
rato, Alexa Fluor 647 anti-cobaia IgG). O dicloridrato de 4',6-Diamidino-2'-fenilindol (Sigma—
Aldrich, USA, D9564, 1: 3000) foi usado como marcador do nucleo celular. As diluigdes e
métodos de anticorpos foram previamente testados e validados.

A proliferagdo de células enddcrinas pancreaticas foi obtida usando analise de Feulgen.
Em resumo, os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados com solug¢des alcoolicas em
concentragdes decrescentes e enxaguados em dgua destilada. As laminas foram hidrolisadas por
imersdo em HCI 1 N a 60 °C por 8 minutos e depois enxaguadas em agua destilada. Em seguida,
os cortes foram colocados no reagente de Schiff por 15 a 30 minutos em temperatura ambiente
em local escuro. As laminas foram lavadas trés vezes em solugdo de bissulfito por 15 segundos.
Por fim, as laminas foram lavadas em agua corrente por 2 minutos, contracoradas com fast
green (0,01 g em 100 ml de alcool 95%) e montadas com laminulas. As células enddcrinas
coradas com Feulgen foram identificadas e contadas nas se¢des do pancreas usando o software

Axiovision.

3.5.4 Morfometria
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Pelo menos 10 campos de cada secdo foram analisados para fazer medigdes
morfométricas usando um microscopio (Axio Scope Al, Zeiss, Alemanha). A captura e analise
das imagens foram realizadas por um observador cego. Para determinar as areas de ilhotas,
células a e células B, secdes pancreaticas inteiras coradas para insulina foram analisadas em
amplia¢do de 20x usando um microscopio (Axio Scope Al, Zeiss, Alemanha). Uma imagem
em mosaico da sec¢do de tecido foi gerada usando o software AxioVision (versdo 4.8.2, Zeiss).
Usando o software AxioVision, as areas do pancreas que foram coradas positivamente para
insulina ou glucagon foram quantificadas digitalmente.
As areas relativas das células a e § foram calculadas usando a razao das areas das células
o e P para a area do pancreas. A area relativa das ilhotas foi obtida pela razdo entre a 4rea das
ilhotas e a drea total do tecido pancreatico e multiplicando o resultado por 100. As massas das
ilhotas e das células a e B foram calculadas multiplicando o volume total das ilhotas e células
a e B (o produto da soma de todas as ilhotas ou células o ou 3 e a drea total do pancreas) pelo
peso do pancreas. Os tamanhos das células o e f foram obtidos dividindo a area das células a e
B pelo nimero de células a e B. O contetido de insulina e glucagon foi determinado medindo a

intensidade de fluorescéncia.

3.5.5 Analise estatistica

O numero de ratos utilizados foi determinado pelo método da equagdo de recursos [23].
Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. O teste de Levene foi inicialmente
aplicado para verificar a homogeneidade das variancias. Os resultados com variancias
heterogéneas e sem distribuigdes normais foram transformados (logaritmicos - Log10 ou Ln da
variavel) para corre¢do de heterogeneidade ou anormalidade. Em seguida, os resultados foram
analisados por analise de varidncia (ANOVA) de dois fatores (estado fisioldgico e tratamento
com P. ostreatus). Quando necessario, essas andlises foram complementadas pelo teste de
compara¢do multipla de médias HSD de Tukey. O desempenho reprodutivo e o peso liquido
materno foram analisados usando um teste t de Student ndo pareado. O nivel de significAncia
foi estabelecido em P<0,05. Para a andlise dos resultados, foi utilizado o programa “Statistic

for Windows” (versao 4.3, 1993, StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).

4 RESULTADOS

De acordo com a Tabela 1, o peso corporal inicial e os pesos absoluto e relativo do
pancreas, cora¢do e rim nao diferiram entre os grupos. O ganho de peso e os pesos absoluto e
relativo do tecido adiposo gonadal foram maiores nos grupos gestantes do que nos grupos nao

gestantes  (F133=13,27, p<0,0009; Fi30=13,00; p<0,0011; e Fi30=7,25, p<0,0115,
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respectivamente). O peso corporal final foi maior em ratas gravidas do que em ratas nao
gravidas (F133=27,14, p<0,0001) e menor em ratas tratadas com cogumelos do que em ratas
tratadas com solucdo salina (Fi33=4,38, p<0,0441). O consumo alimentar foi menor no grupo
NPC do que no grupo NPS (p<0,0177) e foi semelhante nos grupos PC e PS. Os pesos absoluto
e relativo do figado foram maiores no grupo PS do que no grupo NPS (p<0,0035 e p<0,0401,
respectivamente), semelhantes nos grupos PC e NPC e menores no grupo PC do que no grupo
PS (p <0,0277 e p<0,0360, respectivamente).

A Tabela 2 descreve os resultados dos perfis bioquimicos séricos dos ratos avaliados. A
concentragdo sérica de proteinas totais foi menor nos grupos tratados com cogumelos do que
nos grupos tratados com salina (F1,25=6,70, p<0,0159). Albumina e aspartato aminotransferase
ndo diferiram entre os grupos. A alanina aminotransferase foi semelhante nos grupos PS e NPS
e maior no grupo PC do que nos grupos NPC (p<0,001), PS (»<0,0040) e NPS (p<0,0009). A
fosfatase alcalina foi menor no grupo PC do que no grupo NPC (p<0,005) e ndo diferiu entre
os grupos PS e NPS. A lactato desidrogenase foi menor nos grupos gravidas do que nos grupos
ndo gravidas (F125=4,69, p<0,040), bem como nos ratos tratados com cogumelos em
compara¢do com os ratos tratados com solucdo salina (Fi25=5,35, p <0,0293). A creatinina foi
semelhante entre os grupos, mas a ureia e o acido urico foram menores nos grupos tratados com
cogumelos do que nos grupos tratados com solucdo salina (F1,25=7,14, p<0,0131 e F;5=21,56,
p<0,0001, respectivamente). O triacilglicerol sérico foi maior nos grupos gravidas do que nos
grupos ndo gravidas (F1,25=5,98, p<0,0218) e menor nos grupos tratados com cogumelos do que
nos grupos tratados com solugao salina (F125=9,90, p<0,0042) . O colesterol total e 0 HDL
foram maiores no grupo NPS do que nos grupos NPC, PC e PS (p<0,0002 e p<0,0005; p<0,0001
e p<0,0001; p<0,0001 e p<0,0002, respectivamente). Essas varidveis ndo diferiram nos grupos
NPC e PC. Os resultados da US-PCR foram semelhantes nos grupos NPC e PC e maiores no
grupo PS do que nos grupos NPS e PC (p<0,0008; p<0,006003, respectivamente). A
concentragdo de transferrina foi menor nos grupos tratados com cogumelos do que nos grupos
tratados com solugdo salina (NPS=365+51 mg/dL, n=8; PS=343+47 mg/dL, n=3; NPC=
280+22 mg/dL, n=4; 254+11 mg/dL, n=4; F125=19,32, p<0,0005).

As Figuras 1A e 1B mostram as curvas glicémicas, e as Figuras 1C e 1D mostram as
curvas insulinémicas dos grupos tratados com solucdo salina e tratados com cogumelos,
respectivamente, durante o teste oral de tolerancia a glicose. As areas sob as curvas de glicose
dos grupos NPC e PC ndo diferiram, mas a do grupo PS foi menor que a do grupo NPS
(p<0,0003) (Figura 1E). As areas sob as curvas de insulina dos grupos de gravidas eram maiores
do que as dos grupos de ndo gravidas (Fi,15=12,70, p<0,002), e as dos grupos tratados com

cogumelos eram menores do que as dos grupos tratados com solugdo salina (Fp 15=11,23,
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p<0,003) (Figura 1F). O valor do indice de sensibilidade a insulina (Figura 1G) foi menor nos
grupos gravidas do que nos grupos nao gravidas (F1,18=36,18, p<0,0000) e maior nos grupos
tratados com cogumelos do que nos grupos tratados com solug¢ao salina (F1,158 =46,59, p<0,000).
O HOMA-B foi semelhante nos grupos NPS e NPC e menor nos grupos PC (p<0,0078), NPC
e NPS (»p<0,00018) do que no grupo PS (Figura 1 H).

De acordo com as Figuras 2A, 2C e 2D, as éreas relativas das ilhotas pancreaticas foram
maiores nos grupos gestantes do que nos grupos nao gestantes (Fi,12=7,30, p<0,0193;
Fi1,12=11,62, p<0,0052; F1,12 =5,68, p<0,0345, respectivamente), bem como nos grupos tratados
com cogumelos em comparagdo com os grupos tratados com soluc¢do salina (Fi,12=10,35,
p<0,0074; F1,12=10,61, p<0,0069; F112= 9,53, p<0,0094, respectivamente). As ilhotas (Figura
2B), as c¢lulas o (Figura 2D) e as massas de células 3 (Figura 2 F) também foram maiores nos
grupos de gravidas do que nos grupos de ndo gravidas (F1,12=9,59, p<0,0093; Fi, 1= 17,22,
p<0,0013; F1,1>=7,39, p<0,0187, respectivamente), bem como nos grupos tratados com extrato
de cogumelo em comparagdo aos tratados com solugdo salina (F1,12=19,98, p<0,0008;

F1,12=28,72, p<0,0002; F1,12=18,71, p<0,0010, respectivamente).
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Tabela 1. Parametros somaticos, ingestao alimentar e pesos de 6rgaos de ratas ndo prenhes tratadas
com salina (NPS), prenhes tratadas com salina (PS), ndo prenhes tratadas com cogumelo (NPC) e
prenhes tratadas com cogumelo (PC)

Grupos

Variaveis
NPS PS NPC PC

Peso corporal (g)

Inicial 219,0+13.4 222,1+£20,5 207,6+20,2 225,5+8.6
(11) ©) ) ()

Final 227,8+15,0 258,6+22,7" 218,6+8,3" 244,9+17,5™
(11) ©) ) ()

Ganho de peso (g) 8,8+4.6 36,6+22,2"% 11,0+£15,3 19,4+14,1%
(11) ©) ) ()

Ingestdo alimentar (g) 244,6+29,8¢  212,3+37,3%>  186,1+£59,5>  238,6+21,2%
(11) ©) ) ()

Pancreas

(2) 0,49+0,13 0,59+0,21 0,63+0,23 0,64+0,28
(11) ©) (7) (7)

(g/100g peso corporal) 0,21+0,06 0,23+0,10 0,29+0,11 0,26+0,12
(11) ©) (7) (7)

Figado

(2) 7,8+0,8° 10,5+1,4° 8,5+2,32b 8,2+1,5°
(11) ©) (7) (7)

(g/100g peso corporal) 3,4+0,3° 4,1+0,6? 3,941,1% 3,3+0,7°
(11) ©) (7) (7)

Tecido adiposo gonadal

(2) 3,6+1,0 4,6+1,3" 2,7+0,6 4.4+1,1%
(11) ©) (7) (7)

(g/100g peso corporal) 1,6+0,4 1,840,6% 1,2+0,2 1,8+0,5%
(11) ©) (7) (7)

Coragao

(2) 0,88+0,10 0,91+0,11 0,85+0,06 0,96+0,09
(11) ©) (7) (7)

(g/100g peso corporal) 0,39+0,04 0,35+0,04 0,39+0,02 0,39+0,04
(11) ©) (7) (7)

Rim

(2) 1,8+0,1 1,9+0,3 1,7+0,2 1,7+0,1
(11) ©) (7) (7)

(g/100g peso corporal ) 0,78+0,06 0,75+0,11 0,79+0,11 0,73+0,07
(11) ® @) (N

Valores expressos em média + desvio padrido para numero de ratas entre parénteses. “Indica diferenga
em relagdo a ratas ndo prenhes (ANOVA two-way, p<0,05). “Indica diferenga em comparagdo com
ratas tratadas com solu¢do salina (ANOVA de duas vias, p<0,05). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (teste HSD de Tukey, p<0,05)
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Tabela 2. Parametros bioquimicos séricos de ratas ndo prenhes tratadas com solugdo salina (NPS),
prenhes tratadas com solugdo salina (PS), ndo prenhes tratadas com cogumelo (NPC) e prenhes
tratadas com cogumelo (PC)

Gruposs
Variaveis
NPS PS NPC PC
® (N @) (6)
Proteinas totais
(g/dL) 7,3+0,4 7,8+0,1 7,0+0,5" 7,24+0,7"
Albumina
(g/dL) 4,2+0,1 4,3+0,06 4,1+0,1 4,2+0,3
Aspartato aminotransferase
(U/L) 201,5+81,6 173,2+39.,4 133,5+29,9 203,3+35,7
Alanina aminotransferase
(U/L) 59,0+7,7° 61,8+6,0° 59,5+7,6° 78,8+9,32
Fosfatase alcalina
(U/L) 403,2498,7®*  615,0+161,3* 541,3+200,6  300,5+108,5°
Lactato desidrogenase
(U/L) 395,2+125,9  309,1+74,3*  304,3+74,8" 246,0+25,9*
Ureia
(mg/dL) 46,7+6,1 50,4+2,2 42,1447 43,6+8,3"
Creatinina
(mg/dL) 0,50+0,04 0,51+0,009 0,48+0,03 0,49+0,08
Acido urico
(mg/dL) 2,9+0,6 3,0+0,5 1,8+0,3* 2,2+0,7*
Triacilglicerol
(mg/dL) 110,5+45,8 152,2+23.8%  81,1+18,9* 101,6£35,5*#
Colesterol total
(mg/dL) 89,4+15,72 41,14£9,1° 60,0+10,7° 46,9+7,4b¢
HDL
(mg/dL) 53,1+9,32 22,4+5,6° 33,1+5,6° 31,5+4,6b
PCR-ultrasensivel
(mg/L) 0,33+0,10° 0,56+0,112 0,46+0,092 0,36+0,08°

Valores expressos em média + desvio padrido para niumero de ratas entre parénteses. “Indica diferenga
em relagdo a ratas ndo prenhes (ANOVA two-way, p<0,05). “Indica diferenca em comparagio com
ratas tratadas com solu¢do salina (ANOVA de duas vias, p<0,05). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (teste HSD de Tukey, p<0,05).
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Figura 1. Curvas glicémicas (A e B), curvas insulinémicas (C e D), areas sob as curvas glicose
(E) e insulina (F) durante o teste oral de tolerancia a glicose, relagdo glicose 120 min:insulina
120 min (G) e valores HOMA-B (H) de ratas ndo prenhes tratadas com solu¢do salina (NPS, n
= 4 ratas), prenhes tratadas com solu¢do salina (PS, n = 4 ratas), ndo prenhes tratadas com
cogumelos (NPC, n = 4 ratas) e prenhes tratadas com cogumelo (PC, n=4 ratas). Os valores sao
expressos como média + desvio padrdo. “Indica diferenga em relagdo a ratas ndo prenhes
(ANOVA two-way, p<0,05). “Indica uma diferenga em compara¢do com ratos tratados com
solugdo salina (ANOVA de duas vias, p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (teste HSD de Tukey, p<0,05).
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Figura 2. Areas relativas das ilhotas (A), células o (C) e células p (E); massa de ilhotas (B),
células a (D) e células B (F); tamanho das células a (G) e de células B (H) de ratas ndo prenhes
tratadas com solucdo salina (NPS, n = 4 ratos), prenhes tratadas com solucao salina (PS, n =4
ratos) ndo prenhes tratadas com cogumelos (NPC, n=4 ratos) e prenhes tratadas com cogumelos
(PC, n=4 ratos). Os valores sdo expressos como média + desvio padrio. “Indica diferenga em
relagdo a ratas ndo prenhes (ANOVA two-way, p<0,05). “Indica uma diferenga em comparagio
com ratas tratados com solucdo salina (ANOVA de duas vias, p<0,05). Letras diferentes
indicam diferencas significativas (teste HSD de Tukey, p<0,05).
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Figura 3. Imagens representativas de ilhotas pancreéticas mostrando fluorescéncia da insulina
para células B (vermelho) e glucagon para células a (verde). Os ntcleos foram corados com
DAPI (azul). Intensidade de fluorescéncia do glucagon (A) e da insulina (B) em ilhotas de ratas
ndo prenhes tratadas com solugdo salina (NPS, n=4 ratas), prenhes tratadas com solugdo salina
(PS, n=4 ratas), ndo prenhes tratadas com cogumelos (NPC, n=4 ratas) e prenhes tratadas com
cogumelos (PC, n=4 ratos). Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas significativas (teste HSD de Tukey, p<0,05).

O tamanho da célula a foi maior no grupo NPC do que nos grupos PC (p<0,0002), NPS
(»<0,0001) e PS (p<0,0001) e foi semelhante nos grupos NPS e PS (Figura 3A). O tamanho das
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células B foi maior nos grupos tratados com cogumelos do que nos grupos tratados com solugao
salina (F1,1=287,64, p<0,000) (Figura 3B). A intensidade da fluorescéncia do glucagon foi
menor no grupo PS do que no grupo NPS (p<0,0001) e maior no grupo PC do que no grupo
NPC (»p<0,0001). No grupo NPC, a intensidade da fluorescéncia do glucagon foi menor do que
no grupo NPS (p<0,0001) e, em contraste, foi maior no grupo PC do que no grupo PS
(p<0,0001) (Figura 3C e Figura Complementar 4). A intensidade da fluorescéncia da insulina
foi semelhante nos grupos PC e NPC e menor no grupo PS do que no grupo NPS (p<0,0001).
No grupo NPC, a intensidade da fluorescéncia da insulina foi maior em comparag¢ao ao grupo
NPS (p<0,0001), assim como no grupo PC em comparagao ao grupo PS (p<0,0001) (Figura 3D
e Figura 4 complementar). A frequéncia de células endocrinas nas fases G1, S e G2 foi maior
nos grupos gravidas do que nos grupos ndo gravidas (F1,15=6,90, p<0,0191) e menor nos grupos
tratados com cogumelos do que nos grupos tratados com solugdo salina ( F1,15=9,11, p<0,0086)
(Figura 3E e Figura Complementar 5).

A tabela 3 apresenta uma avaliagdo do desempenho reprodutivo dos ratos tratados com
solugdo salina e com o extrato aquoso de cogumelo. O nimero e peso dos fetos e o peso liquido

materno nao diferiram entre os grupos.

Tabela 3. Numero de fetos, peso médio da ninhada e peso liquido materno de ratas prenhes
tratadas com soluc¢do salina (PS) e ratas prenhes tratadas com extrato aquoso de cogumelo (PC)

Varidveis Grupos
PS PC
(14) (14)
Numero de fetos 10,2+21,7 11,4+1,5
Peso dos fetos (g) 0,75+0,09 0,81+0,16
Peso materno liquido (g) 251,8+20,6 241,5+18.3

Valores expressos como média + desvio padrdo para o niimero de ratas mostrado entre
parénteses.



39

[—
)
=)

[ ]

> -]

(=
z

|

|

#
T ik
e

=)
(=
z

=
(=
z

N
(=]
z

Fases G1,S e G2
células enddécrinas (%)
|
I

S S ¢ O
QQ R éq, N

—

Figura 4. Imagens representativas mostrando células endocrinas em proliferacdo (fases G1, S
e (G2) imunomarcadas em vermelho em inser¢cdes de FISH. Abaixo a frequéncia de células
enddcrinas nas fases G1, S e G2 de ilhotas de ratas ndo prenhes tratadas com solugao salina
(NPS, n = 4 ratas), prenhes tratadas com solucdo salina (PS, n = 4 ratas) ndo prenhes tratadas
com cogumelos (NPC, n = 4 ratas) e prenhes tratadas com cogumelos (PC, n=4 ratas) (B). Os
valores sdo expressos como média + desvio padrio. “Indica diferenca em relagdo a ratas ndo
prenhes (ANOVA two-way, p<0,05). “Indica uma diferenga em comparagdo com ratos tratados
com solugdo salina (ANOVA de duas vias, p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos de P. ostreatus nas adaptagdes estruturais das
ilhotas pancredticas na fase inicial da gestacdo (15 dias). Nesta fase, predominantemente
anabdlica, as células B pancreaticas se expandem devido a hipertrofia e hiperplasia e aumentam
sua capacidade secretora para garantir a homeostase da glicose na fase tardia da gravidez [15].
Este estudo mostrou um aumento nas areas relativas, nas massas de ilhotas, nas células o e e
no tamanho das células a e B, porém uma redug¢do na insulinemia em ratas prenhes tratadas com
P. ostreatus.

Como esperado, o aumento da trigliceridemia, uma condicao tipica na gravidez normal,
foi observado no presente estudo, independentemente do tratamento com P. ostreatus. Os
triglicerideos servem como um depdsito de acidos graxos da dieta materna, e estes sdo
convertidos em corpos cetonicos no figado materno para economizar glicose e garantir seu
suprimento para o crescimento e desenvolvimento fetal [117-118]. Além disso, foram
observadas concentragdes reduzidas de lactato desidrogenase, mas essa alteragcdo, embora rara,
geralmente ndo ¢ prejudicial [119].

Independentemente do estado de gravidez, o tratamento com P. ostreatus reduziu as
concentragdes séricas totais de proteinas. As proteinas séricas totais compreendem duas fragdes
principais: a albumina, que constitui aproximadamente 64%, e as globulinas, que correspondem
a aproximadamente 36% das proteinas séricas totais [120]. Como a concentragdo de albumina
sérica ndo se alterou neste estudo, ¢ possivel que a redugdo de proteinas totais reflita a
diminui¢do de globulinas. Essa hipdtese ¢ reforgada pelos valores reduzidos de transferrina
sérica (subfracdo B-globulina) observados nos grupos tratados com P. ostreatus. Em modelo
animal, a transferrina modifica a cascata de coagulagdo, e sua superexpressao esta associada a
um risco aumentado de trombose e formacgdo de lesdo aterosclerotica além da reducdo da
transferrina, enquanto sua neutralizacdo com um anticorpo antitransferrina esta relacionada a
reducdo da formacao de lesdo aterosclerotica e coagulabilidade [121].

Além disso, o tratamento com P. ostreatus reduziu trigliceridemia, colesterolemia e
niveis de HDL-colesterol, corroborando as propriedades hipolipémicas de cogumelos ostra em
ratos hipercolesterolémicos e camundongos diabéticos [56,69,122]. O efeito benéfico sobre o
perfil lipidico sérico tem sido atribuido ao aumento da excregdo total de lipidios e colesterol
nas fezes [69,122], ao conteudo de 4cidos graxos poliinsaturados, especialmente os acidos
eicosapentaenoico e docosahexaenoico [123] e a atividade dos polissacarideos presentes no

extrato de cogumelo que modulam positivamente o perfil lipidico [56,124]. Esses resultados
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sugerem que o tratamento com P. ostreatus pode atenuar a formagao de lesdes aterosclerdticas
e a formacao de trombos.

O tratamento com P. ostreatus também reduziu as concentracdes séricas de lactato
desidrogenase. Essa enzima ¢ o marcador sanguineo mais precoce de hipdxia e estresse
oxidativo, e sua expressao ¢ atividade sdo elevadas em placentas de maes com pré-eclampsia e
eclampsia [125-127]. Portanto, P. ostreatus pode ser uma alternativa para a prevengdo de
distirbios hipertensivos da gravidez, como pré-eclampsia e eclampsia, complicagdes comuns
que afetam aproximadamente 10% das gestagdes [128].

A reducdo nas concentragdes séricas de acido urico e ureia observada nos ratos tratados
com P. ostreatus também foi observada em ratos hiperuricémicos tratados com Agrocybe
aegerita e Ganoderma applanatum [129-130] e em camundongos BALB/c diabéticos induzidos
por aloxana [71] e ratos Wistar com hiperoxaluria induzida por urolitiase [131] tratados com P.
ostreatus. Nesses casos, o efeito foi mediado pela elevacdo das secregdes uricas urinarias,
diminui¢do da absor¢do de purinas no trato gastrointestinal [129-130] e aumento da depuragao
de uréia [131].

Inesperadamente, ratas gravidas tratadas com P. ostreatus exibiram aumento da alanina
aminotransferase sérica e reducdo das concentragdes de fosfatase alcalina. O aumento da
fosfatase alcalina ¢ observado durante a gravidez normal, sendo o valor méximo atingido no
terceiro trimestre [132]. A redugdo da fosfatase alcalina parece predizer o retardo do
crescimento intra-uterino devido a massa e fun¢do inadequadas da placenta [133-134]. Além
disso, a elevagdo da concentragdo sérica de alanina aminotransferase no inicio da gravidez tem
sido associada ao risco de desenvolver pré-eclampsia, diabetes gestacional no final da gravidez
e macrossomia [135-137]. Considerando a baixa concentracdo de lactato desidrogenase, os
resultados do teste de tolerancia a glicose, a PCR-US reduzida, indicando aumento da
sensibilidade a insulina, e o peso fetal médio semelhante nos grupos tratados com salina e
cogumelo, ¢ razoavel supor que P. ostreatus ndo comprometeu a saude materna e fetal, pelo
menos nesta fase da gestagao.

A esperada adaptagdo da estrutura do pancreas enddcrino em resposta a gravidez foi
observada neste estudo, tendo em vista o aumento das areas e massas das ilhotas e células, bem
como a proliferagcdo de células enddcrinas pancreaticas. A expansdo compensatoria da massa
celular foi observada em ratas gravidas em resposta ao aumento da demanda de insulina devido
a resisténcia tecidual ao hormonio, possivelmente decorrente de hormonios somatolactogenos
elevados, peso corporal e respostas inflamatorias sistémicas de baixo grau (evidenciadas pelo
aumento da PCR-US), que sdo conhecidos por induzir resisténcia a insulina [83,109,138] e

promover hiperplasia e hipertrofia de células endécrinas pancreaticas [110-139]. No entanto,
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esses argumentos nao explicam o aumento da massa de células endocrinas pancreaticas
observada nos grupos tratados com P. ostreatus, uma vez que esses animais apresentavam
menor peso corporal e eram mais sensiveis a insulina, tendo em vista o aumento da relagao
glicemia/insulina aos 120 min (indice de sensibilidade a insulina) e a area reduzida sob a curva
de insulina durante o teste oral de tolerdncia a glicose. E razoavel supor que, nesse caso, o
aumento das massas de células enddcrinas pancreaticas e a maior sensibilidade a insulina
resultaram da acdo de substancias bioativas, como os polissacarideos presentes nos corpos de
frutificacdo dos cogumelos. Estudos de outras espécies de cogumelos mostraram que 0s
mecanismos envolvidos na melhoria da resisténcia a insulina incluem niveis aumentados de
transportador de glicose 4 [140] e redugdes na liberagao de fatores inflamatérios [141].
Em relagdo ao efeito na morfometria das ilhotas pancreaticas, pelo menos em ratos diabéticos,
as substancias bioativas presentes nos cogumelos parecem suprimir a formacdo e acimulo de
potenciais indutores de dano celular e ativar a sinalizagdo pro-sobrevivéncia e proliferativa de
células B [142-143]. Por outro lado, a atividade anticancerigena de compostos bioativos
originarios de cogumelos tem sido atribuida ao seu efeito inibitério na proliferacao de células
cancerigenas [144]. E importante ressaltar que, no presente estudo, observamos redugio na
proporcao de células endocrinas nas fases G1, G2 e S do ciclo celular (indicando atenuagdo da
proliferacdo celular), hipertrofia das células a e B e aumento do contetido de glucagon e insulina
nos ratos tratados com extrato aquoso de P. ostreatus. O teor elevado dos hormdnios parece ter
resultado do aumento da massa e também pode ser consequéncia do aumento da viabilidade
celular e/ou da biossintese de glucagon e insulina. Para a hipertrofia das células endocrinas, ¢
possivel que as substancias bioativas presentes no corpo de frutificacao de P. ostreatus tenham
promovido o aumento da sintese proteica por interferirem positivamente na via de sinalizacao
do crescimento celular.

Apesar do aumento da massa celular, a capacidade funcional foi reduzida em ratas
prenhes tratadas com P. ostreatus em funcao dos valores do HOMA-B. No entanto, esse
resultado deve ser analisado com cautela, pois ha reciprocidade entre a acdo e a secrecao da
insulina (58) e, a julgar pelo aumento dos valores do indice de sensibilidade e da area sob a
curva da insulina durante o teste oral de tolerancia a glicose, o tratamento com P.ostreatus
conferiu maior sensibilidade ao hormonio. Considerando o aumento da massa celular e o
aumento da sensibilidade a insulina, ¢ razodvel supor que houve um ajuste fisiolégico da
secrecdo para manter a homeostase da glicose. Essa suposi¢do ¢ baseada no fato de que uma
reducdo na massa de células B resulta em um aumento significativo na secrecdo das células
remanescentes [153] Além disso, € possivel que a diminui¢do da concentracdo sérica de insulina

decorra do aumento do catabolismo da insulina, uma vez que essa variavel ¢ fortemente
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determinada ndo apenas pela taxa de secre¢do, mas também pelo catabolismo da insulina [153].
Portanto, ¢ necessario realizar mais experimentos para elucidar o efeito de P. ostreatus na

secre¢do de insulina.
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6 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o tratamento com P. ostreatus durante a fase inicial da
gestagcdo em ratas teve efeitos significativos nas adaptagdes estruturais das ilhotas pancreaticas.
Embora tenha sido observado um aumento nas areas e massas das ilhotas, bem como nas células
a e B, houve uma reducdo na insulinemia. Essas altera¢des foram acompanhadas por beneficios
para o perfil lipidico, como a reducdo da trigliceridemia, colesterolemia e niveis de HDL-
colesterol, sugerindo um potencial efeito hipolip€mico do P. ostreatus. Além disso, o
tratamento com P. ostreatus também apresentou outros efeitos positivos, como a redugdo nas
concentragdes séricas de lactato desidrogenase, acido urico e ureia, que estdo associados a
distirbios hipertensivos da gravidez. Essas descobertas sugerem que o P. ostreatus pode ser
uma alternativa para a preven¢do dessas complicagdes comuns na gravidez, como a pré-
eclampsia e a eclampsia. Embora tenha havido um aumento na massa celular e uma redugao na
capacidade funcional das células  pancreaticas, de acordo com os resultados do HOMA-B, foi
observado um aumento da sensibilidade a insulina nos animais tratados com P. ostreatus. Essa
maior sensibilidade pode ter compensado a reducdo na capacidade funcional, resultando em um
ajuste fisiologico da secre¢ao para manter a homeostase da glicose. No entanto, sdo necessarias
investigagdes adicionais para compreender melhor os efeitos do P. ostreatus na secre¢ao de
insulina e seu potencial uso terapéutico durante a gestagao.

Em suma, este estudo fornece evidéncias promissoras sobre os efeitos do P. ostreatus nas
adaptagdes estruturais das ilhotas pancredticas durante a fase inicial da gestacdo. Embora
algumas questdes permanegam em aberto, os resultados sugerem que o P. ostreatus pode ter
potenciais beneficios para a saide materna e fetal, bem como para o perfil lipidico. No entanto,
¢ necessario realizar mais pesquisas para explorar completamente os mecanismos subjacentes

do P. ostreatus para que seja possivel uma intervencao terapéutica durante a gravidez.
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crease in the size of pancreatic islet. Thus, the use of AEOM is relatively safe
at the dose studied and produces hypertrophy of the pancreatic islets without
altering glycemic homeostasis.

Keywords
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1. Introduction

Pleurotus ostreatus, popularly known as oyster mushroom, is a type of edible
mush-room widely cultivated worldwide in different lignocellulosic residues [1].
Provide important nutrients (selenium, potassium, riboflavin, niacin, vitamin D,
protein and fiber) and bioactive compounds (lectins, proteases, fibrinolytic en-
zymes, protease inhibitors, and phenolic compounds) [1]-[9]. Studies report that
their bioactive compounds are responsible by effects anti-inflammatory [10], an-
tinociceptive [11], antioxidant [12] [13] [14] [15], antitumour [16] [17] [18],
enhancer of iron bioavailability [19], gastroprotective [20], hepatoprotective [21]
[22] [23], hypocholesterolemic [12] [24] [25] [26], hipoglycemic [2] [25]
[27]-[39], immunomodulador [4] and nephro Ir 2 pagina 11 0] [41] (Figure 1).
Almost 20 years ago, a study in Bratislava, Slovak Republic, investigated the
ap-plication of a diet with 4% of P. ostreatus in diabetic rats, and showed a sig-
nificantly lower basal and postprandial glycaemia in relation to the control
group [38]. After this study, several other works were published, investigating
the dose, the form of administration, the rodent strain, the drug for inducing

Bioactive
compounds

Figure 1. Effects of bioactive compounds from P. ostreatus.
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diabetes (diabetic model), the period of the experiment and laboratory tests;
everything to elucidate if the reduction of glucose happens after the animal rece-
ives the oyster mushroom [2] [27] [29] [30] [31] [32] [35] [42]. The hypogly-
caemic effect of P. ostreatus has been attributed to increased insulin secretion
and the action of this hormone in peripheral tissues [42], possibly mediated by
AMP-activated protein kinase (AMPK) and c-AMP-response element binding
protein (CREB) [31]. Although the acute and chronic oral hypoglycaemic and
hyperinsulinaemic potential of P. ostreatus has been established, the cellular
mechanism and its effects on pancreatic islet structure have been little explored
[31].

To maintain glucose homeostasis, the pancreatic islets use a variety of adap-
tive mechanisms, including increased cell mass and number and increased insu-
lin secretion capacity. When the secretion cannot meet the increased demand for
insulin due to peripheral resistance to this hormone, hyperglycaemia may occur
[43]. Studies that clarify these aspects may contribute to the expansion of know-
ledge about the pharmacological activity and the guidelines for the use of this
mushroom species as a nutraceutical agent. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the effects of the Aqueous Extract Oyster Mu-
shroom (AEOM) on biochemical markers of nutritional status, and liver and
kidney function, as well as on the structural adaptations of pancreatic islets of
female rats.

2. Material and Methods
2.1. Experimental Animals

Twelve (12) healthy adult female Wistar rats weighing 150 to 180 g were used for
this study. They were obtained from the Central Animal Facility of the Federal
University of Mato Grosso, and were maintained under standard housing condi-
tions in the animal section of Laboratory of Biological Evaluation of Food of the
Department of Food and Nutrition, Federal University of Mato Grosso, Mato
Grosso State, Brazil. The animals were adapted for two weeks preceding initia-
tion of experimental regimen, received fed commercial (Labine chow) and clean
tap water acessive ad libitum, exposed to clean tap water throughout the period
of the study. The room temperature was maintained at approximately 25°C, rel-
ative humidity at 55%, with a light cycle of 12 hours light and 12 hours dark. All
animal experimental protocols were permitted by the Ethics Committee on
Animal Research of the Federal University of Mato Grosso (Protocol No.
23108.039877/2021-21), and were carried out by its guidelines for animal use.

2.2. Experimental Design

The animals were allotted into two groups of six (6) rats and kept in groups of
three (3) animals per standard plastic rat cage. The groups were named Control
and AEOM, consisting of female rats that received 0.9% saline solution and
AEOM (100 mg/kg/day), respectively, that were administered by oral gavage at 3
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mL/kg body weight for 15 days.

2.3. Sample Collection

Twenty four (24) h after the last oral dose the AEOM, the animals were narco-
tized in a CO, and blood were obtained through heart punction into ordinary
sample bottles. The blood samples were made to stand for 20 min for coagula-
tion to occur, and afterwards centrifuged at 2000 rpm for 10 min and the super-
natant (serum) collected and kept at 4°C prior to biochemical assay. The pan-
creas was quickly excised, weighed, and immediately fixed in 4% neutral buf-
fered formalin for histopathological examination.

2.4.AEOM

2.4.1. Obtaining

The oyster mushroom (2. ostreatus) was obtained from the Laboratory for Cul-
tivation of Edible Fungi of the National Institute for Research in the Amazon
(INPA), Culture Collection of Agrosilvicultural Microorganisms (strain code
1467).

2.4.2. Dose Selection

The solution AEOM was prepared by reconstituting the dried and lyophilized
mushroom (fruiting body of P. ostreatus) in 0.9% saline solution (100 mg/mL).
Daily doses of 100 mg/mL of AEOM was chosen based in Grotto et al. [44]
study, in which the mushroom did not promote hepatic damage in rats.

2.5. Biochemical Analysis

Commercial kits (Wiener Lab. Group, Brazil®) were used for the determination
of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline
phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), creatinine, urea, uric acid,
total proteins (TP), albumin (ALB), glucose (GLU) and lipid profile [total cho-
lesterol (TC), triglycerides (TG) and HDL-c]. The LDL value was calculated ac-
cording to the Friedewald equation: LDL-c = total cholesterol — (HDL + VLDL);
VLDL-c = triglycerides/5. Analyzes were carried out in the State Department of
Health of Mato Grosso, Blood Center, Cuiabé, State of Mato Grosso, Brazil. All
chemicals/reagents used in this investigation were of purest analytical grade.

2.6. Changes in Body Weight

Rats in all groups were weighed on the first day and at the completion of the
treatment protocols. The percentage change in body weight was calculated using:

% change in body weight = final body weight —initial body weight x100

initial body weight

2.7. Relative Pancreas Weight

Pancreas weight was presented in absolute and relative values. Relative pancreas

weight was calculated using the expression below:
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weight of pancreas (g)x100
body weight (g)

Pancreas (g/100g BW) =

2.8. Histopathological Scrutiny of the Pancreas

Four rats from each group were used for the histological studies. The pancreatic
tissue was fixed in 4% paraformaldehyde solution for 24 hours at 4°C, dehy-
drated in increasing concentrations of ethanol, clarified in xylene and embedded
in paraffin using a histological processor (MTP 100, Slee, Mainz, Germany). The
tissue was serially sectioned at 3 pm thickness using a microtome (RM2125, Lei-
ca Biosystems Nussloch, Germany) and then mounted on slides with an adhesive
surface. Ten sequential sec-tions of the pancreas were deparaffinized in an oven
at 60°C for 2 h, followed by im-mersion in xylene and decreasing concentrations
of ethanol. These slides were rehy-drated and stained with hematoxylin and eo-
sin for determination of the pancreatic regions under a light microscope at 40x
magnification (Axio Scope Al, Zeiss, Ober-kochen, Germany).

2.9. Statistical Analysis

The results were presented as mean + standard deviation (S.D.) and analyzed
using an unpaired Student’s t-test. The significance level was set at p < 0.05. For
the analysis of the results, the program “Statistic for Windows”, (version 4.3,
StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion

3.1. The Effects of Administration of the AEOM on the Body and
Pancreas Weights

The body and pancreas weights of the rats are presented in Table 1. Initial and
final body weights and absolute and relative weights of pancreas did not differ
between the groups.

3.2. The Effects of AEOM on Lipid Profile

The oral administration of AEOM for 15 days as shown in Table 2 caused a sig-
nifycant decrease (p < 0.05) in the levels of total cholesterol and HDL-c. AEOM
did not alter TG and LDL-c levels.

Table 1. The effects of administration of the AEOM on the body and pancreas weights.

Somatic parameters

Treatment . )
Initial body ~ Final body Changes in Weight of Weight of
group weight (g) cight (2) body ancreas (g) pancreas
gatle) weightle weight (%) pancreas (g (g/100g BW)
Control 210+ 8 217 +9 35+1.8 0.48 £ 0.06 0.21 £ 0.04

AEOM 203 +13 217 £10 7.1+£4.0 0.47 £0.11 0.21 £ 0.04

Values expressed as mean + SD (n = 6 per group).
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Table 2. The effects of AEOM on lipid profile.

Treatment Lipid profile
group TC (mg/dL) TG (mg/dL) HDL-c (mg/dL) LDL-c (mg/dL)
Control 89+19 88 +24 54+ 10 12+6
AEOM 59+ 11* 76 £ 16 34 +5* 14 £28

Values expressed as mean + SD (n = 6 per group). *Indicates difference statistical (¢ Stu-
dent test, p < 0.05).

3.3. The Effects of AEOM on the Concentrations of AST, ALT, ALP
and LDH Activities Following Oral Administration of AEOM

The oral administration of AEOM for 15 days as presented in Table 3 caused a
non-significant change (p = 0.05) in the levels of aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) and
lactate dehydrogenase (LDH) activities in female rats.

3.4. The Effects of AEOM on the Concentrations of Creatinine,
Urea and Uric Acid Concentrations

The oral administration of AEOM for 15 days as presented in Table 4 caused a
significant decrease (p < 0.05) in the level of uric acid. However not caused a
significant change (p > 0.05) in the levels of creatinine and urea concentrationin
the female rats.

3.5. The Effects of AEOM on the Concentrations of Total Proteins
(TP) and Albumin (ALB), and Glucose (GLU)

The oral administration of AEOM for 15 days as presented in Table 5 did not
cause significant change (p > 0.05) in the levels of TP and GLUC, but reduced

the serum albumin concentration in the female rats.

3.6. The Effects of AEOM on the Histopathological of the Pancreas

The histopathological examination of the control group showed physiological
organization of the pancreas with no morphological alterations (Figure 2(A)).
After 15 days of oral dosing of AEOM (Figure 2(B)) showed increasement in the
pancretic islets size (H&E).

3.7. Discussion

AEOM is an extract based on P. ostreatus, an edible mushroom important source
of bioactive compounds [1]. For this reason, edible mushroom extracts have
been used as dietary supplements and recommended for the prevention and
treatment of various diseases [45].

In the present study, we evaluated the use of AEOM by healthy adult rats and
found similar body weight gain in both evaluated groups. However, we observed

a significant reduction in serum albumin concentrations, a condition that can
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Table 3. The effects of AEOM on the concentration of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and lactate dehydrogenase
(LDH) activities.

Treatment Hepatic function markers
group AST (U/L)  ALT(U/L)  ALP(U/L) LDH (U/L)
Control 157 £ 48 55+7 378 £110 338 + 60
AEOM 142 +23 60+8 487 £ 154 316 £ 74

Values expressed as mean + SD (n = 6 per group).

Table 4. The effects of AEOM on the concetrartion of creatinine, urea and uric acid.

Treatment Kidney function markers
group Creatine (mg/dL) Urea (mg/dL) Uric acid (mg/dL)
Control 0.52 +0.04 45+ 6 3.0+ 0.6
AEOM 0.49 +0.03 42+5 1.8 £0.2%

Values expressed as mean + SD (n = 6 per group). *Indicates difference statistical (¢ Stu-
dent test, p < 0.05).

Table 5. The effects of AEOM on the serum total protein, albumin and glucose concen-
trartions.

Treatment
r;ou;“ Total protein (/dL)  Albumin (g/dL)  Glucose (mg/dL)
Control 7.3+04 4.30 £ 0.08 87 +11
AEOM 7.1+£0.5 4.10 £ 0.09* 83+9

Values expressed as mean + SD (n = 6 per group). *Indicates difference statistical (¢ Stu-
dent test, p < 0.05).

Figure 2. Photomicrographs of the pancreatic islets section of the group control (A) and
group treated with AEOM (B) at 15 days. The pancreatic islets were outlined in yellow.
H&E x40. Bar = 10 pm.
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result from reduced hepatic synthesis, increased catabolism and vascular per-
meability, and intestinal and renal loss [46]. Malnutrition, inflammation, liver
disease are some situations that can contribute to the reduction of albumin syn-
thesis [46]. Considering preserved body weight and unaltered total serum pro-
tein concentration, it is reasonable to assume that treatment with AEOM did not
contribute to the deterioration of the nutritional status of the animals. Body
weight fluctuations serve as a sensitive indicator of the general health status of
animals [47] and normal serum total proteins are indicators of preserved nutri-
tional status [48]. Additionally, unaltered values of AST, ALT, ALP and LDH are
indicative that the AEOM did not cause liver damage [21] [22] [23] [44]. Renal
loss of albumin is also an unlikely hypothesis, in view of the preserved renal
function, judging by the similar serum concentrations of urea and creatinine in
the evaluated groups. The reduction in serum uric acid seen in rats treated with
AEOM and also observed in other studies with rodents treated with P, ostreatus,
Agrocybe aegerita and Ganoderma applanatum [36] [37] [38] [39] has been as-
sociated with increased urinary acid excretion uric acid [36] [37], which is nega-
tively related to albuminuria [49].

In the present study, treatment with AEOM reduced total cholesterol, as in
murine models of hypercholesterolemia and diabetes [50] [51] [52]. The hypo-
cholesterolemic effect of P. ostreatus has been attributed to the presence of po-
lyunsaturated fatty acids, mainly eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids
[53] and polysaccharides that positively modulate the serum lipid profile [24], as
well as the stimulating effects of intestinal cholesterol excretion [50] [51]. Inte-
restingly, in the present study, a reduction in HDL-c was observed, as opposed
to reports of the positive modulatory effect of P. ostreatus or some of its com-
ponents, such as polysaccharide residues, on HDL-c in models of diet-induced
hypercholesterolemia [26] [54], in mice with alloxana-induced diabetes [28] and
in HIV-infected humans on antiretroviral therapy [55]. Epidemiological studies
show a strong inverse correlation between HDL-c and cardiovascular disease
risk [56] [57], suggesting that in this study P. ostreatus had a detrimental effect
on cardiovascular health. However, the reduction in HDL-c observed here may
not be a cause for concern, considering the antioxidant properties of P. ostreatus
[12] [13] [14] [15].

The histomorphological evaluation of the pancreas showed larger pancreatic
islets in the AEOM group compared to the control group. Despite the hypertro-
phy of the islets, the glycemia of the animals treated with P. ostreatus did not
differ from that of the control animals. This result was not surprising, since the
size of the islets does not seem to be related to the increase in their functional
capacity or with the hormonal content. It has been shown that insulin secretion
from small islets is greater compared to large islets, with a correlation with greater
insulin content/area, greater density of insulin-secreting granules and greater
insulin content/volume. Central /3 cells of large islets appear to contain less insu-
lin/cell with a lower insulin granule density than peripheral S cells [58] [59] [60].
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4. Conclusion

The result of this present investigation showed that AEOM is safe at the dose
studied, had a positive effect on lipid profile and produced hypertrophy of the
pancreatic islets without altering glycemic homeostasis.
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