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RESUMO

Oemprego de cogumelos medicinais, como recurso de pratica generalizada
na medicina popular e tem aumentado acentuadamente nas ultimas décadas. A
utilizacdo do Lentinulaedodesvem crescendo significativamente e, em alguns paises
é utilizado tradicionalmente por suas propriedades terapéuticas. Neste trabalho
pretendeu-se a avaliar o efeito protetor do Lentinulaedodes sobre uma droga
imussupressora (metotrexato) em modelo gestacdo em ratas. Foram utilizadosos
seguintes tratamentos: Lentinulaedodes 0.4g/kg/dia (Sl), Lentinulaedodes 0.8
g/kg/dia (Sll), metotrexato 0.20 mg/kg/dia (MTX), Lentinulaedodes 0.4g/kg/dia +
metotrexato 0.20 mg/kg/dia (SIMTX), Lentinulaedodes 0.8 g/kg/dia + metotrexato
0.20 mg/kg/dia (SIIMTX). Foram avaliados os parametros bioquimicos sanguineos
maternos (ATL, AST, creatinina, ureia e estresse oxidativo) e morfologicos fetais. Os
resultados obtidos indicam que a amostra de Lentinulaedodes utilizadaencontrou-se
dentro dos parametros descritos na literatura para as concentracdes de glucanas e
de compostos fendlicos.Tanto o Lentinulaedodes (S| e Sll) quanto o MTX,como as
associacbes (SIMTX SIIMTX) né&o promoveram efeitos de toxicidade materna,
entretanto em todos o0s tratamentos observou-se efeito fetotoxico. O
Lentinulaedodes apresenta um efeito importante sobre a capacidade reprodutiva das
ratas durante o periodo de pré--implantacdo, sendo que este reverte os efeitos
deletérios promovidos pelo MTX nesta fase. Pode-se concluir que a utilizacdo
doLentinulaedodes como protetor na exposicdo ao metotrexato deve ser
considerada para se evitar abortos espontaneos, entretanto, por apresentar efeitos

fetotdxicos, suas doses devem ser bem definidas.

Palavras-chave:Analise Bioguimica.Cogumelo

Shiitake.Lentinulaedodes.Toxicidade.



ABSTRACT

The use of medicinal mushrooms as a source of general practice in folk
medicine has increased in recent decades. The use of Lentinulaedodes has grown
significantly and in some countries is traditionally used for its therapeutic properties.
This work intended to evaluate the protective effect of Lentinulaedodes on the
imussupressor drug (methotrexate) in pregnancy model in rats. The following
treatments were used: Lentinulaedodes 0.4 g/kg/dia (Sl), Lentinulaedodes 0.8
g/kg/day (Sll) , methotrexate 0.20 mg/kg/day (MTX), Lentinulaedodes 0.4g/kg/dia +
methotrexate 0.20 mg/kg/day (SIMTX), Lentinulaedodes 0.8 g/kg/day + methotrexate
0:20 mg/kg/day (SIIMTX). Fetal maternal blood biochemical parameters (ATL, AST,
creatinine, urea and oxidative stress) were evaluated and morphological? The results
indicate that the sample Lentinulaedodes used was within the parameters described
in the literature for the concentration of glucans and phenolic compounds. Both
Lentinulaedodes (Sl and SlI) and MTX, as associations (SIMTX e SIIMTX) did not
cause maternal toxicity effects, however in all treatments were observed fetotoxic
effect. The Lentinulaedodes has an important effect on the reproductive capacity of
female rats during the pre - deployment, and this reverses the deleterious effects
promoted by MTX at this stage. It can be concluded that the use of Lentinulaedodes
as a protective exposure to methotrexate should be considered to prevent
miscarriages; however, by presenting fetotoxiceffects, their dose should be well
defined

Keywords: Biochemistry Analysis.Shiitake Mushrooms. Shiitake.Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O cultivo decogumelos é realizado ha mais de 10 séculos na China e os
registros historicos indicam que a primeira espécie cultivada foi Auricularia auricula,
aproximadamente no ano de 600 d.C, e em seguida Flamulina velutipes, cerca de
800 d.C, e a terceira Lentinula edodes, por volta de 900 d.C (HERRERA, 2001).
Hipocrates foi o primeiro a mencionar o valor medicinal dos cogumelos, em 400 a.C.
Na primeira mencdo sobre os cogumelos, estes foram descritos como alimentos de
paladar agradavel para se consumir em forma de chi,mas para consumo na forma

solida ndo apresenta saboraprazivel(BEYER, 2003).

No Brasil, nas ultimas décadas, o consumo de cogumelosvem crescendo
significativamente quando comparado a paises Europeus e Asiaticos. Este fato esta
atribuido a presenca de col6nias de imigrantes asiaticos espalhadas por todo o pais,
indicando que estes sao os responsaveis pelo cultivo e incorporacdo do consumo de
cogumelos no habito alimentar dos brasileiros (FIDALGO; GUIMARAES, 1985).

Os supostos beneficios medicinais e alimenticios dos cogumelos sdo 0s
responsaveis pelo aumento nacional da procura e da producdo, sendo que a
producdo nacional de cogumelos comestiveiscresce, em média, 15% ao ano
(SHIBATA; DEMIATE 2003). A producdo mundial também vem aumentando em
namero exponenciale,na ultima década, estimou-se uma producéo de 18 milhdes de

toneladas, levando a um crescimento econdmico na area (FAOSTAT, 2009).

Embora no Brasilexista a insuficiéncia de dadosque demonstrem o real perfil
das variedades de cogumelos cultivadas e consumidas, sabe-se que dentre
asvariabilidades de cogumelos produzidas se destaca o Shiitake(MATTILA et al.,
2000; SALES-CAMPOS et al., 2009). Shiitake (shii, tipo de arvore; take, cogumelo
em japonés) € um fungo aerébio decompositor de madeira, e que decompde
residuos vegetais intactos que ainda n&o sofreram prévia decomposi¢do por outros
microrganismos (NAPPI; MORETTO, 1998), e cientificamente & denominado
Lentinula edodes (CHANG; MILES, 1989).

O cogumelo Lentinula edodesocorre naturalmente em florestas da zona

temperada e subtropical da Asia, em paises como o Jap&o, China, Bérneo, Coréia,
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Tailandia, Burma, Nova Guing, além de algumas regifes do Himalaia e Filipinas. Por
apresentar caracteristicas sensoriais excelentes foi denominado “alimento dos
deuses” pelos romanos e por suas propriedades terapéuticas e nutricionais, ficou
conhecido como “elixir da vida” pelos chineses (NAPPI;MORETTO, 1998).

O cultivodoLentinulaedodes se originou na China e logo apds, comecou a ser
produzida no Japao e posteriormente, nos EUA, Europa e América Latina (ROYSE
et al., 1985; SABOTA, 1996).

O interesse pela producao, cultivo e consumo do cogumelo Lentinula edodes
vem aumento progressivamente tornando-se oterceiro cogumelo mais consumido no
mundo(HANDAYANIet al., 2011).

Embora, no Brasil, ja existam grandes produtores e importadores de
cogumelos, o cultivo normalmente se da em pequenas propriedades que, na maioria
das vezes, utilizam instalacdes ja existentes as quais sao adaptadas, apresentando
manejo e cultivo rudimentares(BONONI et al., 1995).A regido do Alto Tieté (SP) € a
maior produtora de cogumeloLentinula edodes, fato atribuido aexisténcia da maior
colénia de imigrantes japoneses do Brasil (FRANCO, 2006; VILELA, 2012).

A micologia reconhece cinco filos nos fungos e, os fungos comestiveis séo
encontrados nos filos Ascomycota e Basidiomycota. No filo Basidiomycota estao
classificados os cogumelos comestiveis (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007),
sendo que na ordem Agaricales encontra-se 0 maior numero desses cogumelos e os
mais conhecidos (URBEN, 2004).

A classificacdo taxonbmica empregada para o0 cogumelo Lentinula
edodessegundo Nappi e Moretto (1998) é assim descrita: Reino: Fungi; Divisao:
Mycota; Classe: Basiodiomycetes; Subclasse: Holobasiodiomycetidae; Ordem:
Agaricales; Familia: Tricholomataceae; Género: Lentinula; Espécie: Lentinula
edodes.No Ultimo século, o cogumelo Lentinula edodes recebeu varias
denominagdes (Tabela 1), e,em 1975 recebeu a denominagéo utilizada até a data de

hoje; entretanto, alguns autores e produtores ainda citam suas sinonimias.
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Tabela 1- Sinonimias do Lentinula edodes (1877- 1975)

Nomes Ano
Agaricus edodes 1877
Collybia shiitake 1886
Armilaria edodes 1887

Agaricus russaticeps 1888
Lepiota shiitake 1889
Lentinus tonkinensis 1890
Mastaleucomyces edodes 1891
Pleurotus russaticeps 1891
Cortinellus shiitake 1899
Tricholoma shiitake 1918
Cortinellus 1925
Lentinus shiitake 1936
Cortinellus edodes 1938
Lentinus edodes 1941
Lentinula edodes 1975

FONTE: PRZYBYLOWICZ; DONOGHUE, 1988.

Segundo Urben (2004) os cogumelos sdo essencialmente terrestres. Porém
existem algumas espécies quecrescem em substrato de ligninaou emexcremento de

herbivoros.

O Lentinula edodesé um cogumelo que cresce em substrato de lignina, e
pode ser produzido em toras, método tradicional ou pode ser produzido em cultivo
intensivo. Embora, tradicionalmente o Lentinula edodesseja produzido em cepasde
eucalipto, o cultivo axénico em substratosa base de diversos residuos agricolas
vemganhando espaco na producdo comercial deste cogumelo(EIRA; MINHONI,
1996; SAN ANTONIO, 1981).

No cultivo axénico a colheita acontece mais rapidamentee a eficiéncia
biologica do fungo € Dbastante elevada(HIROMOTO, 1991; LEVANON
et al.,, 1993;PRZYBYLOWICZ; DONOGHUE, 1988). Neste cultivo intensivo sao
utilizados blocos de serragem suplementada com nutrientes e substratos agricola,

como por exemplo, farelos de cereais. Estes substratos atuam como fontes
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denitrogénioorganico necessério ao aumento da massa miceliana, interferindo com a

produtividade e eficiéncia bioldgica do fungo.

A produtividade do fungo depende da sua capacidade de secretarenzimas
como as celulases, hemicelulases e ligninases, induzindo a liberacdo de nutrientes
para seu crescimento (BUSWELL; CAIl; CHANG 1996; MONTINI,2001; ZHANXI,
ZHANHUA, 2001). As trocas gasosas dos substratos, durante o0
crescimentovegetativo, para a producdo destas enzimas sdo importantes, pois
trocas gasosas deficientes durante ocrescimento do fungo podem diminuir a
velocidade de miceliagdo em virtude da inibicdo da atividadeenzimatica
(DONOGHUE;DENISON, 1995 1996).

As selecdes adequadas do substrato, da suplementacdo e da linhagem,
garantem melhor resultado na producdo. Entretanto, o controle das condi¢cdes
climaticas, o numero de orificios inoculados e os métodos de manejo também séo
fatores fundamentais que podem interferir no rendimento da produgéo (ANDRADE,
2003; MINHONI et al., 2005).

Antigamente, o bagaco de cana prensado, devido suas caracteristicas de
compactacéo fibrosa e areada, era um residuo muito utilizado na producdo e no
cultivo de Lentinula edodes. No entanto, por ter sido considerado um residuo final
rico em paredecelular, de baixo conteddo de células inteiras, baixadensidade e
pobre em proteinas e minerais sempre houve a necessidade de suplementacdo com
nutrientes, de preferéncia sollveis para estarem prontamentedisponiveis para o
fungo (BUSWELL,; CAI; CHANG 1996; SANTOS, 1990). Sendo assim, a serragem
de eucalipto suplementada, vem ganhando espaco na producdo axénica do
Lentinula edodes.

A Figura 1 ilustra o processo de produgdo axénica do Lentinula edodes
utilizando na blocagem, a serragem de eucalipto suplementada. Este processo de
producdo consiste inicialmente na lavagem da serragem para a extracdo de
contaminantes fisicos e quimicos; mistura de substrato ao material a ser emblocado;
esterilizagdo dos blocos acondicionados em invélucros apropriados, para posterior

inoculacdo das cepas; inoculagéo das cepas; armazenamento dos blocos em salas
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refrigeradas e com controle de unidade para o desenvolvimento de hifas; retirada
dos involucros de acondicionamento; estoque dos blocos em sala de cultivo e coleta,
com temperatura e unidade controladas. A fase apés o desenvolvimento das hifas é
0 momento onde ocorre a comercializacdo dos blocos inoculados, para o cultivo em
pequena e media escala. Em todo este processo, o controle de qualidade
microbiolégico dos blocos e a manutencdo das cepas, sdo fundamentais para a
producdo sustentavel do Lentinula edodes.
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Figura 1- Lentinula edodes — etapas da produgcéo em bloco de substrato.

i
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Legenda: A) Lavagem e secagem da serragem; (B) inoculagédo das cepas; (C) blocos inoculados
sendo preparado para armazenamento; (D) armazenamento para a producéo de hifas; (E) blocos
sendo encaixotados para a comercializagéo; (F) blocos prontos para distribuicdo; (G)- blocos em
processo de inicio de producéo; (H) blocos produzindo para a coleta.

Fonte: Elaboracaoprépria
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1.1Composicaoquimica do Lentinula edodes

Os cogumelos apresentam em sua constituicdo estruturas responsaveis
pelas execucbes de fungdes Iimportantes para protecdo do organismo,
especialmente por serconsideradouma importante fonte de proteinas (DIAS et al.,
2004; SUGUI et al., 2003). O cogumelo Lentinula edodesapresenta em sua
composicado quimica, 90% de agua, 3-5% de carboidratos, 10-40% de proteina, 2-
8% de lipideos, 44% de fibras, 8-10% de minerais (BREENE 1990; BORCHERS et
al.,1999;CHEUNG et al., 2003).

Os teores de lipideos presentes em cogumelos sdo extremamente baixos,
segundo dados analisados por Chang e Miles (1989) ficam entre os valores 1.1 e
8.3%. No cogumelo Lentinula edodes foi encontrado 2.1% de gordura em base seca,
foi concluido que 77.7% dos lipideos eram formados de acidos graxos insaturados
com prevaléncia para linoléico (LONGVAH;DEOSTHALE 1998). A Tabela 2 indica a
composicao lipidica do Lentinula edodes.

Tabela 2-Composicao (%) de &cidos graxos do Lentinula edodes.

Acido miristico 0.71
Acido esteérico 1.66
Acido palmotiléico 1.93
Acido oleico 6.23
Acido palmitico 21.94
Acido linoléico 67.53

Fonte: NAPPI;MORETTI, 1998.

Os minerais presentes no Lentinula edodessédo o calcio, potassio, magnésio,
fésforo, sddio, cobre, ferro, manganés e zinco representando de 56 a 70% do total
de cinzas. Do contetdo de minerais mais significativos esta o calcio com 0.05 g/kg, o
potassio, 26.7g/kg, o magnésio, 1.55 g/kg e o fésforo com 8.7 g/kg(MATTILA et al.,
2001).

Os cogumelos podem ser uma boa fonte de vitamina B;, B,, Bi2, niacina,
biotina e vitamina C e folatos totais. Na Finlandia, em estudos realizados com

diversas espécies de cogumelos, Mattila et al (2000) observaram que o
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Lentinulaedodesfoi a espécie que apresentou 0s mais elevados teores de vitamina
C (2.1mg/100g), B12 (0.07ug/100g) e D (0.1 ug/100g).

Entretanto, atualmente, o grande destague dos valores nutricionais e
medicinais dos cogumelos esta relacionado ao teor de glucanas, em especialao teor
das B-glucanas. As B-glucanas sdo agucares que estdo ligados a quitina e proteinas,
presentes na parede celular e frutos dos fungos, séo polissacarideos e exo
polissacarideos com funcéo estrutural (MOL et al.,1990).Em ( glucanosparticulares,
como o0 homo-e hetero-glucanos comf(l1 — 3), B(1—4)eo B(1—6)ligagdes
glucosidicas, é suposto serem osresponsaveis poralgumas das
propriedadessaudaveis decogumelos (LEE et al.,, 2009; MANZI; PIZZOFERRATO
2000).

A B-glucana presente no Lentinula edodesé conhecida como lentinan ou
lentinana(NEHA et. al.,2012). S&o estruturas moleculares que seguem uma ordem
formando um anel, que diferem da celulose das plantas, pois apresentam um tipo
especial de ligacdo entres as unidades e possuem ramificacbes de alto peso
molecular (CLEARY; GRAHAN; HUSBAND, 1999; SHU; WEM; LIN,2003).A
lentinana € uma B-D-Glucana de alta massa molecular e configuragdo helicodal
isolada a partir de extrato aquoso do fungo (CHIARA et al.,, 1969). A féormula
molecular é (Cg H100s)n.

Os cogumelos também apresentam compostos fendlicos que sdo moléculas
constituidas de pelo menos um anel aroméatico, onde um hidrogénio é substituido por
um radical de grupo hidroxila.A maioria é observada na forma de ésteres ou
heterosideos, e ndo em uma forma isolada na natureza (SIMOES et al., 2000).

1.2Utilizagéo terapéutica do Lentinula edodes

Cerca de 25% dos farmacos empregados atualmente advem direta ou
indiretamente de produtos naturais, especialmente de plantas e fungos. Entretanto,
nas Ultimas décadas, os farmacos de origem natural que apareceram no mercado
sdo, em maior propor¢cao, provenientes de pesquisas cientificas realizadas na China,
na Coréia e no Japéo, sendo que a contribuicdo dos paises ocidentais neste periodo
foi bem menor. (YUNES; CECHINEL-FILHO, 2001).
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Segundo Chandra (2011a) os cogumelos exoticos tém sido muito utilizados
na medicina chinesa antiga, devido suas propriedades imunomoduladoras no
tratamento e/ou na prevencdo de doencas crénicas. Nos ultimos anos, no Ocidente,
em especial, a busca por produtos e alimentos saudaveis, como 0os cogumelos, vem

aumento e despertando o interesse na medicina preventiva.

Mundialmente os cogumelos tém sido reconhecidos como alimento funcional,
e 0 acumulo de conhecimentos praticos sobre os cogumelos adequados para
consumo e aqueles que sd0 venenosos ou psicotropicos, garantem em parte, a
seguranca de seu uso. Em muitas partes do mundo, especialmente na Europa,
cogumelos selvagens séo regularmente coletados e usados diretamente como
alimento principal ou adicionado a sopas, guisados e chas(BRAUER et al., 2002;
MINATO; MIZUNO; TERAI, 1999;SUGUI et al., 2003).

Em paises como a Coréia, China e Japdo, nos quais 0s cogumelos sao
utilizados em grande escala e apresentamsignificativa importancia na economia, 0s
estudos sobre suas propriedades medicinais estdo mais sedimentados. As principais
acOes farmacolégicas avaliadas até o presente momento referem-se: a
hepatoprotecdo relacionada a protecdo de hepatécitos pela LM-lignina (ITOH et
al.,2010; SASIDHARAN et al., 2010;YOSHIOKA et al.,2012); tratamento ou
prevencdo de doencas cronicas e hipercolesterolemia (CHANDRA et al., 2011b;
LAWRANCE et al., 2011); efeito de eliminacdo de radicais através de compostos
fendlicos como &cido siringio e acido vanilico (ISHIKAWA et al.,, 2001; ITOH et
al.,2010); efeito imunomodulador pela presenca de polissacarideos e glucanas
(ITOH et al.,2009); efeito antitumoral(TANAKA et al., 2011).

Uma das mais notaveis caracteristicas dos extratos derivados de cogumelos
medicinais é sua habilidade de funcionar como imunoestimulador, ou seja, a
constituicdo fisiolégica do mecanismo de defesa do hospedeiro € melhorada pela
exposicao a componentes que restauram a homeostase e melhoram a resisténcia
para doengas. Entretanto, somente nas ultimas trés décadas, a tecnologia quimica
tem sido habil para isolar componentes relevantes e utiliza-losem experimentos
controlados para aplicacdo anticancer (CHIHARA et al.,1970; HATVANI, 2001;LIU;
OOI; CHANG, 1997; SUGUI et al., 2003).
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Alguns autores sugerem que o efeito antitumoral atribuido as -
glucanasoriundas de cogumelos, estaligadoa fracdo d-glucano;seu efeito
farmacologico difere dos demais tratamentos quimioterapicos, pois as pB-
glucanasatuam aumentando a atividade das fungbes imunoldgicas
(ADEREM;ULEVITCH, 2000).

As [B-glucanasséo reconhecidas pelo sistema inato, ativando células Natural
Killer (NK), macrofagos, células T, promovendo a liberagdo de citocinas e
interleucinas, assim como também produzindo anticorpos (DONG et al.,2002;
MIZUNO et al.,1990a).

Certas espécies de cogumelos tém conhecido efeito na diminuicdo do
colesterol quando adicionado na dieta de animais em experimentos. A eritadenine
isolada de Lentinula edodes mostrou que a sua acao pode ser hipocolesterolémica
devido a depresséo da secrecdo do colesterol do figado para a corrente sanguinea,
entretanto, um mecanismo mais detalhado n&o foi definido (MANZI,
PIZZOFERATTO, 2000; SUGUIYAMA; AKACHI; YAMAKAWA, 1995).

O Lentinula edodesé usado tradicionalmente para doencas de funcao imune,
alergias, infeccao fungica, gripes, resfriados, doencas cardiacas, hiperlipidemia,
sendo o primeiro macro fungo a entrar no dominio da biotecnologia moderna, por

apresentarestas possiveis aplicaces terapéuticas (BISEN et al., 2010).

Os extratos brutos de Lentinula edodeseasfB-glucanas, extraidas dos
polissacarideos de Lentinula edodes s&o utilizados no Japao, como medicamentos,
desde os anos 80, sendo estas Ultimas, comercializados pelo nome de Lentinan
(MIZUNO et al., 1990%; WATANABE et al., 2006).No Brasil, a atual legislacdo nao
permite a comercializacdo de extratos de cogumelos (Resolu¢do da Diretoria
Colegiada, RDC n°. 14 de 31 de marco de 2010 (BRASIL, 2010) e apenas o

cogumelo Agaricus blazei possui registro como alimento.

O uso milenar de cogumelos medicinais mostrou, ao longo dos anos, que
determinadas espéciespodem apresentar substancias potencialmente perigosas e

por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos
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toxicoldgicos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Os efeitos mais preocupantes do uso
indiscriminado de cogumelos medicinais sobre a gestacdo, 0s quais podem
promover efeitos teratogénicos, embriotdxicos e abortivos, uma vez que, 0S
constituintes destes cogumelos podem atravessar a placenta, gerando danos ao
concepto (GERENUTTI; GROTTO, 2013).

1.3 Agentes promotores do estresse oxidativo

Nos organismos aerbébios sdo produzidas espécies reativas de oxigénio
(ROS), durante o periodo de atividade biologica das células. Para que exista a
manutencdo do equilibrio do funcionamento do organismo, apés esta producéo,
estas espécies sdo removidas pelo sistema de defesa. Este sistema de defesa
envolve enzimas e moléculas ndo enzimaticas (FRIDOVICH, 1999; VALKO et al.,
2007).

O estresse oxidativo € uma situagcdo onde a producédo de espécies reativas de
oxigénio é excessiva, levando a um desequilibrio fisiolégico que pode resultar na
destruicdo das defesas antioxidantes, promovendo a inutilizacdo ou a inibicdo da
funcdo normal no organismo (LACHANCE; NAKAT; JEONG, 2001; MACHLIN;
BENDICH, 1987). Normalmente, o processo de estresse oxidativo danifica lipidios,
proteinas e DNA celulares (FU et al., 1998; RIDNOUR et al., 2005;VALKO et al.,
2007).

Os radicais livres presentes no organismo humano sdo atomos ou moléculas
que contenham elétrons desemparelhados em seu orbital, estes apresentam
atividade aumentada, pois sdo quimicamente mais ativos, os radicais derivados de
oxigénio sdo a espécie reativa de oxigénio (ROS) e sao, portanto a classe mais
importante produzida pelo organismo humano em grandes quantidades (GILBERT,
2000; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000; MILLER; BUETTNER; AUST, 1990).Além
de o ROS ser produzido porfatores fisiologicos normais, existem outros co-fatores
ambientais como radiacdo, poluicdo e tabagismo, que levam também a formacao de
radicais livres resultando em estresse oxidativo, levando ao aparecimentos de varias
doencas (SIZER; WHITNEY, 2003).
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O estresse oxidativo deve ser prevenido assegurando que 0s niveis de
antioxidantes e quelantes de radicais livres estejam em niveis adequados (FRIES et
al.,1993).

Segundo Clarke (2009) a acao dos antioxidantes no organismo é proteger as
células do estresse oxidativo. As moléculas e substancias que apresentam efeitos
antioxidantes podem desacelerar processos de oxidagcdo levando o organismo,
agora protegido, a uma maior longevidade. Portanto, € de extrema importancia

manter o equilibrio entre o sistema de defesa e os radicais livres.

Para que o sistema fique em homeostase existem duas formas de captacao e
uso de radicais, uma é advinda de uma dieta rica em alimentos contendo o0s
antioxidantes e outra do proprio organismo, através de um sistema de enzimas
celulares, onde suas concentracdes sao equilibradas por herangca genética. Estes
sistemas enzimaticos sdo representados pela superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPH-Px), glutationa (GSH), e estes séo as principais
barreiras enzimaticas para a eliminacao dos radicais livres (CADENAS,1997; FANG,;
YANG; WU, 2002; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;VALKO et al.,2007).

A GSHé um tripeptideo, contendo cisteina e € o tiol ndo protéico mais
abundante nas células dos mamiferos. Concentracdes baixas de GSH tém sido
reportadas em algumas doencas, como a AIDS, e estaassociado ao maior risco de
estresse oxidativo e da ocorréncia de infec¢cdes oportunistas. Este decréscimo do
GSH pode refletir o aumento na producdo de antioxidantes, num grau que excederia
a capacidade de detoxificacdo do GSH. O oxigénio é um gas indispensavel para
ciclo vital, mas pode causar danos ao nosso organismo uma vez que promove
formacdo de radicais livres devido ao metabolismo das células (BARROS et.
al.,2008; KITZBERGER, 2005).

A GSH apresenta as fungdes de quelante de radicais livres (HO+, H202, LOO-
e ONOO-), quer reagindo diretamente com estes, quer indiretamente como co-factor
de enzimas antioxidantes como a GSHPx e a GSH-T, entre outras. No processo de
neutralizagdo dos radicais livres, a GSH é oxidada com a formagéo do radical GSe,

este é rapidamente reativo com um segundo radical GSe, formando a molécula
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7

glutationa dissulfeto (GS-SG), que ndo é antioxidante. A GS-SG é novamente
reduzida a duas GSH pela enzima GPH-R. A GSH ¢ utilizada para regenerar ao seu
estado ativo, outras moléculas antioxidantes como a vitamina C e a vitamina E. A
capacidade da GSH para regenerar as moléculas antioxidantes mais importantes
esta ligada ao estado redox do par Glutationa dissulfeto/Glutationa (GS GSSG/GSH)
(PASTORE et al., 2003).

A presenca de antioxidantes vinda de alimentos em nossa dieta diaria assume
um importante papel protetor, aliviando os efeitos deletérios dos oxidantes. Os
fitoquimicos presentes em diversos produtos naturaissdo compostos bioativos, que
sdo capazes de reduzir a acdo dos oxidantes no organismo, e englobam
carotendides (a-caroteno, PB-caroteno, [B-criptoxantina, luteina,zeaxantina,
astaxantina e licopeno); compostos fendlicos: acidos fendlicos (acidos
hidroxibenzéicos e acidos hidroxicinamicos), flavonéides (flavondis, flavonas,
flavanois, flavanonas, antocianidinas e isoflavonéides), estibenos, cumarinas e
taninos; alcaldides; compostos azotados (derivados da clorofila,aminoacidos e
aminas) e compostos organossulforados:(isotiocianatos e compostos de enxofre
alilicos) (HALL; CUPPETT, 2007).

Varias drogas sintéticas, utilizadas para doencas crénicas, tem demonstrado
serem indutoras de estresse oxidativo. Dentre estas drogas, destaca-se o
metotrexato, para o qual estdo sendo direcionados muitos estudos que possam
protegem o organismo de seus efeitos deletérios (ATASHFARAZ;FAROKHI;
NAJAFI, 2013;BOZKURT et al.; 2014; IBRAHIM et al., 2013).

1.4 Exposicao materna ao metotrexato e avaliacao toxicologica na gestacao

O metotrexato (MTX) €& amplamente utilizado em altas doses para o
tratamento de doencas malignas, incluindo leucemia aguda na infancia, leucemia
linfocitica, osteosarcoma, linfoma,doenca de Hodgkin, cancer de cabeca e pescoco,
cancer de pulmdo, cancer de mama, psoriase, coriocarcinoma e 0S tumores
trofoblasticos relacionados. Apresenta alguma atividade imunossupressora em

baixas doses. O metotrexato € um farmaco que possui as mesmas caracteristicas do
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acido félico apresentando efeito de antagonista competitivo, inibindo a sintese de
DNA e a reproducéo celular (PEREIRA et al., 2014; SEO et al., 2009).

A enzima dihidrofolato redutase (DHFR) € inibida pelo metotrexato, causando
acumulo intracelular de dihidrofolato. Este acimulo provoca a inibicdo na sintese de
purinas e timidilato. E especifico para a fase S da divisdo celular, capaz de inibir de
forma irreversivel a enzima didrofolatoredutase. Esta inibicdo impede formacédo de
tetraidrofolato, a partir de diidrofolato. O tetridrofolato é cofator necessario a
transferéncia de atomos de carbono, essenciais para a sintese do DNA e do RNA. O
metotrexato também age inibindo, de forma parcialmente reversivel, a enzima

timidilatosintetase, envolvida na proliferagéo celular (MARQUES, 2008).

O metotrexato (MTX) € um teratogénico potente quando utilizado em doses
elevadas para o cancer ou para a interrupcdo da gravidez ectépica. Um agente
teratogénico é definido como qualquer substancia, organismo, agente fisico ou
estado de deficiéncia que, estando presente durante a vida embrionaria ou fetal,
produz uma alteracdo na estrutura ou funcdo da descendéncia (DICKE, 1989;
SMILTHELLS, 1980). O termo teratogenicidade provém do grego teratos, que
significa monstro. O sentido original da palavra refere-se a malformagdes
anatdbmicas macroscopicas, embora atualmente tenha se expandido sua definicdo
para englobar anomalias mais sutis como atraso intra-uterino e distlrbios

bioquimicos e psicomotores (LIMA et al., 2001).

A acdo de um agente teratogénico sobre o embrido ou feto em
desenvolvimento depende de diversos fatores, destacando-se: (1) estagio de
desenvolvimento do concepto, (2) relacdo entre dose e efeito, (3) genotipo materno-
fetal, e (4) mecanismo patogénico especifico de cada agente (BERNARDI 1991,
GERENUTTI; DE SOUZA-SPINOZA;SCHULER-FACCINI, 2002).

A exposicao a altas doses ao MTX durante a gravidez esta associada com a
embriopatia do metotrexato, porém, ha incerteza sobre o potencial teratogénico em
doses reumatoldgicas, em especial, quando utilizado uma vez por semana, em
baixas doses (WEBER-SCHOENDORFER et al., 2014). Com base em relatos de

casos humanos de exposi¢cdo, a embriopatia promovida pelo metotrexatotem sido
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descrita com caracteristicas que incluemdéficit de crescimento, microcefalia,
hipoplasia dos ossos do cranio, fontanelas amplas, craniossinostose coronal ou
lambdoidal, ponte nasal larga, arcadas superciliares rasas,olhos proeminentes,
orelhas de implantacdo baixa, hipoplasia maxilar, epicanto, membros curtos, pé torto
congénito, hipodactilia e sindactilia. Esta sindrome pode ser associada com
exposicoes entre 6 e 8 semanas apds a concep¢do e niveis de dosagem de 10
mg/semana (FELDKAMP; CAREY, 1993; HYOUN; OBICAN; SCIALLI, 2012). Weber-
Schoendorfer et al (2014), apdés estudo multicéntrico, sugeriram que 0 usO pos-
concepcao de doses reumatoldgicas de metotrexato (MTX) estd associado com um
risco aumentado de defeitos congénitos graves e aborto espontaneo e tal evidéncia

nao foi encontrada para o uso de pré-concepc¢ao.

Embora seu uso possua implicacbes importantes para o tratamento de
doencas reumatoldgicas, mesmos em baixas doses, a seguranca em mulheres em

idade reprodutiva ainda é escassa (MARTIN et al., 2014).

Em modelos animais, nas doses correlacionadas a exposicdo materna em
humanos (19.2 mg/kg/dia), o metotrexatopromoveu anormalidades que incluem
hidrocefalia, microftalmia, palatosquese, micrognatia, displasia vertebral e caudal,
focomelia, hemimelia, sindactilia e ectrodactilia (HYOUN; OBICAN; SCIALLI, 2012).
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1.5 JUSTIFICATIVA

A exposicao aprodutos naturaisdurante o processo de gestacao € responsavel
por cerca de 1% dos problemas que envolvem o feto com relacdo a malformacdes.O
risco teratoldgico existe durante todo periodo gestacional, no entanto é maior na
fase de embriogénese, quando ocorrem a diferenciagao tecidual e organogénese.
(ARAUJO, 1998)

Para que um produto seja recomendavel como alimento e/ou medicamento,
suas propriedades biologicas devem ser bem conhecidas.Dependendo do material
genético que o agente mutagénico atinge, as manifestacdes das mutacbes serdo
diferentes, podendo até ter efeitos deletérios. Quando a mutacéo ocorre nas células
somaticas, ha varias consequéncias, sendo as mais comuns a formacao de tumores
benignos ou malignos; a morte celular, que pode causar envelhecimento precoce;
mal formagfes e abortos, durante o desenvolvimento embrionario. Entre os testes
recomendados pelo US Food and Drug Administration (FDA), destacam-se 0s

relacionados as atividades mutagénicas e antimutagénicas (FDA, 2013).

Os dados relacionados a mutagenicidade do cogumelo Lentinula edodes,
Shiitake, assim como o da maioria dos cogumelos comestiveis sdo escassos e
alguns resultados de experimentos realizados apresentam atividade mutagénica
variavel, isto pode ser atribuido a vérios fatores, entre eles, a composi¢cado quimica
dos cogumelos, que é dependente das variagbes geogréaficas, sazonais e
intraespecificas(GRUTER; FRIEDERICH; WURGLER, 1991; STERNER et al.,
1982a, 1982h).

Sendo assim, estudos baseados em seguranca de suplementos produzidos
com cogumelos, em especial ao Lentinula edodes, tornam se cada vez mais
importantes (YOSHIOKA; TAMESADA; TOMI, 2010). Estes estudospodem auxiliar
tanto o produtor quanto ao registro de um novo alimento, como podem garantir 0

consumo seguro pela populagéo.

Por outro lado, ao se garantir a seguranca da utilizacdo do Lentinula

edodesdurante a gestacdo, o mesmo podera ser utilizado com adjuvante na
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exposicdo a agentes supostamente deletérios durante o periodo critico do
desenvolvimento do concepto, como é o caso do metotrexato (MTX).
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20BJETIVOS

2.1 Objetivogeral
Avaliar a seguranca da exposicdo materna ao Lentinula edodes para uma

possivel prevencdo aos efeitos deletérios do metotrexato durante o periodo de

gestacéao.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracdo de glucanase de compostos fendlicos no

Lentinula edodes.

Comparar a capacidade reprodutiva de ratas expostas ao Lentinula
edodes(0.4g/k/dia e 0.8g/kg/dia)ao metotrexato (0.20mg/kg/dia) e as
associacOes entre estas drogas(0.4g/k/dia + 0.20 mg/kg/dia; 0.8g/kg/dia +
0.20 mg/kg/dia).

Avaliar a toxicidade materna durante o periodo da gestacdo por meio de
andlises bioquimicas: transaminase alanina aminotrasnferase (ALT) e
transaminase aspartato aminotransferase (AST), creatinina,ureia, glutationa
reduzida (GSH) e catalase (CAT).

Avaliar o desenvolvimento morfolégico externo, visceral e 6sseo de fetos
provenientes de ratas expostas ao Lentinula edodes (0.4g/k/dia e
0.8g/kg/dia)ao metotrexato (0.20 mg/kg/dia) e as associacdes entre estas
drogas (0.4g/k/dia + 0.20 mg/kg/dia; 0.8g/kg/dia + 0.20 mg/kg/dia) durante o

periodo de gestacao.
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3Material e Métodos

3.1Lentinula edodes

As amostras de cogumelos Lentinula edodes (Shiitake) foram fornecidas pela
Empresa Yuri Cogumelos, localizada na cidade de Sorocaba, S&o Paulo, sendo as
mesmas produzidas pela prépria empresa. A linhagem utilizada foi de origem
japonesa adaptada no Brasil, pela empresa. A Figura 2 mostra a identificacdo das

séries de linhagens considerando suas origens no Japao.

Figura 2- Linhagens de lentinula edodes identificadas por cédigo

Fonte: Elaboragéoprépria

3.20btencao da amostra seca de Lentinula edodes

As amostras de cogumelo in natura foram picadas com faca de inox, em
tamanhos homogéneos no mesmo dia da coleta e transporte para a universidade.
Foram pesados 5 kg da amostra e colocadas em estufa com circulagdo de ar(marca
Orion® 515) a temperatura de 50°C, por um periodo de aproximadamente 24h, onde
a mesma permaneceu até alcancar concentracdo de 5 a 15% de massa seca. Apos
o periodo foram pesadas as amostras (secas) varias vezes até que a mesma
apresentase o0 mesmo peso meédio por trés vezes. O rendimento foi de 445.14g de

amostra seca. A amostra seca foi moida (moinho de facas e martelo marca
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Marconi®), em seguida tamisada em tamises (malha 50 e malha 60), com a
finalidade de obtencdo de particulas homogéneas para serem suspendidas em
agua. O rendimento final foi de 105.30g de amostra seca tamisada (2.106%). O po6
tamisado foi acondicionado em embalagens plasticas herméticas mantidas em

dessecador.

3.3 Dosagens de glucanas e de compostos fendlicos

Para as dosagens de glucana e compostos fendlicos, foram utilizados 15 g de

Lentinula edodesseco e tamisado.

3.3.1 Determinacao de glucanas

A determinacdo de glucanas foi realizada em duplicata, pelo método da
“Foundation of Japonese Food Analysis Center” (1980) modificado por Prosky et al.
(1988). O método analitico é oficial japonés e consiste em hidrdlises enzimaticas e

quimicas.

Duas aliquotas de 1g cada foram depositadas em frasco de Erlenmeyer (500
mL), com 50 mL de tampé&o fosfato 80 mM (pH 6.0). Logo em sequéncia, a solucéo
foi tratada com 0.1mL da enzima a-amilase termostavel Termamyl (Novo Nordisk®)
e incubada por 30 min em banho-maria (60°C); apéds, inseriu-se 0.1 mL protease
neutra bacteriana (Novo Nordisk®),0 pH de 7.5 foi ajustado com hidréxido de sédio
(NaOH 25 mM), e a solucao foi incubada por 30min em banho-maria (60°C); em
continuidade, adicionou-se 0.3 mL de amiloglicosidase AMG (Novo Nordisk®), pH
de 4.5 foi ajustado com acido cloridrico( HCI75mM), e a solucéo foi incubada em

banho-maria por 30min (60°C).

Terminado o tratamento enzimatico, 200 mL de solucédo de alcool etilico a
95% foramadicionadosas amostras, os balfes volumétricos foram mantidos em
banho-maria por 60 min.(60°C), apds resfriamento, o excesso de alcool do
sobrenadante foi retirado por succdo, até que sobrassem as fibras insoluveis
precipitadas no baldo; estas fibrasprecipitadas foram separadas por centrifugagcao
em centrigufa da marca Eppendorf® 5804R (20000g /10minutos). Os precipitados
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desta centrifugacdo foram lavados com solucéo de alcool etilico e acetona a 80%,
este procedimento foi realizado por 3 vezes. Apds evaporacdo em capela, do alcool
etilico e da acetona, ao precipitado foramadicionados 10 mL de solucdo de acido
sulfirico (H2S0472%) e os balbes volumétricos foram incubados a temperatura

ambiente por 4h, para hidrdlise das fibras compostas de glucanas.

Em seguida a este processo de digestao foram acrescentados aos balbes 140
mL de agua destilada, estes foram incubados em banho-maria em ebulicdo por 2h.
Terminado o periodo de encubacéo, o pH foi ajustado para 7.0 com hidroxido de
sédio (NaOH5M), o volume foi completado para 300mL. As duplicatas foram
fillradas em papel de filtro Whatman n°® 5B, e a quantidade de glicose foi
determinada pelo método enzimatico com leitura em espectrofotdbmetro em
comprimento de onda 505 nm, utilizando-se 1.0 mL do composto 4-aminofenazona
(0.025mol/L)/fenol (0.055mol/L), na presenca de glicose oxidase (1 U/mL) e
peroxidase (0.15 U/mL) (LaborlabLtda).

A concentracdo de glucanas presente nos cogumelos em base seca

foicalculada através da equacdo matematica:

Glucana (g/100g)= Glicose (g/100g)x 0.9

Onde: 0.9 = fator de corregéao

3.3.2 Determinacgdo de compostos fendlicos

A extracdo de compostos fendlicos foi realizada em triplicatasegundo o
método descrito por Scalbert et al. (1989) de acordo com as modificacfes realizadas
por Ramirez-Anguiano et al. (2007). Trés aliquotas de 1g foram acondicionadas em
cubetas de vidro, as quais se adicionou 10 mL metanol 80%, agitando-se em
agitador de tubos Vortex® (2 min.),e deixando-se o solvente em contato com a
amostra por 12h. Em seguida, centrifugou-se em centrifuga Empendorrf® 5804R
(10000 rpm/ 8 minutos), coletou-se0.5 mL do sobrenadante, e acrescentou-se 2.5

mL de folin-Ciocauteau (10%) com 2 mL de Na,CO3(7.5%) deixando em contato por
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30min a T ambiente . O método baseia-se na reagcdo com o reagente de Folin-
Ciocauteau, reagente proveniente da mistura de dois &cidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, onde, na presenca de compostos fendlicos observa-se alteracédo de
coloracdo do amarelo ao azul (Figura 3); durante a reacdo na presenca de fendis
ocorre a formacgéo de complexo de coloracdo azul (reagdo redutor) e a intensidade é
dada em relacdo a concentracdo de grupos hidroxilas extraidas das amostras
analisadas(ANGELO; JORGE, 2007; OLIVEIRA et al., 2009).Aleitura da absorbancia
da solucéo foi realizada em espectrofotdmetro (760 nm). O acido galico foi utilizado
como padrao de referéncia para dosagens de compostos fendlicos nolLentinula
edodes, pois apresenta alta qualidade de materializacdo da medida e melhor
incerteza (FIDELIS, 2006).

Figura 3-Comprovagéo da presenga de compostos fenolicos (Método: Folin-Ciocauteau)

Fonte: Elaborag&oprépria

3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, com aproximadamente 60
dias de idade, pesando entre 160-180 gramas. Todos os animais foram adquiridos
no biotério da Anilab-Animais de Laboratorio Criacdo e Comeércio Ltda, possuem
laudo de saude (ANEXO C). Os experimentos foram realizados deacordo com o
“The Guide for the Care and Use of Laboratory Animal” (National Research Council,
1996) and “European Community guidelines” (EEC Directive of 1986; 86/609/EEC).
Todos os procedimentos foram aprovados pela CEUA- UNISO sob protocolo n°
007/2012(ANEXO A). Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacéao da
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Uniso, alojados em gaiolas plasticas medindo 40X60X20, com tampas metalicas.
Agua e racdo foram fornecidas ad libitum. O peso dos animais foi registrado

diariamente.

3.4.1Acasalamento eprenhez

Para o acasalamento, os animais foram alojados no maximo 02 machos com
05 fémeas, por um periodo noturno de 12 horas. Por meio de observacdes
microscopicas, a indicativa do primeiro dia da prenhez foi a presenca de
espermatozoides no esfregaco proveniente do lavado vaginal (DAMASCENO et al.,
2008).

3.5 Administracaodas drogas

As concentragbes de Lentinula edodes utilizadas para este estudo foram
eleitas considerando-se o consumo de cogumelos na China (10 kg/70 kg/ano).
Assim, a dose administrada aos ratos foi selecionado com base nas doses de
referéncia (RFD) normalmente calculadas a partir de valores (NOAEL) Nivel de
efeito adverso ndo observado, dividindo pela incerteza (10) e os fatores de
modificacdo (10) (RFD = NOAEL/100), o que significa exposicdo de 400 mg/kg/dia.
Finalmente, foram propostos doses de 400 e 800 mg / kg de peso corporal do rato.
(MENDONCGCA, 2005).

Os animais, ap0s a confirmacédo da prenhez foram alojados em numero de
dois animais por gaiola e divididos em 06 grupos de seis animais: grupo 1 (grupo
controle), grupo Sl (0.4 g/kg/dia de Lentinula edodes), grupo SlI (0.8 g/kg/dia de
Lentinula edodes), grupo MTX (0.20 mg/kg/dia de metotrexato), grupo SIMTX (0.4
g/kg/dia de Lentinula edodes + 0.20 mg/kg/dia de metotrexato), grupo SIIMTX (0.8
g/kg/dia de Lentinula edodes + 0.20 mg/kg/dia de metotrexato).

e As concentracOes de 0.4 g/kg/dia e 0.8 g/kg/diade Lentinula edodes
foram preparadas diariamente, por diluichio em &gua purificada
(aparelho MilliQ®, pH 7.0); aadministracdo foi por via oral, com auxilio

de agulha de gavagem. A administracdo diaria do Lentinula edodes(os
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grupos SlI, Sll, SIMTX e SIIMTX)foi realizada do primeiro ao vigésimo
dia de prenhez,sempre as 8:00 horas, por via oral.

e A concentragfes de 0.20 mg/kg/dia de metotrexato (lote 12123921C,
Pharnostra)foimanipulada em farmacia magistral, em solu¢cdo com
agua bidestilada (processo de osmose reversa), acondicionadas em
frasco ambar revestido com aluminio, mantidas em refrigeracdo, por
um periodo maximo de 15 dias (estabilidade garantida pelo fornecedor
apos ressuspensao). A administracdo diaria do metotrexato (0s grupos
MTX, SIMTX, SIIMTX) foi realizada do quarto ao nono dia de prenhez
devidos ser o periodo de desenvolvimento celular,sempre as 8:00

horas,por via oral.

3.6 Avaliac¢ao da toxicidade materna

No vigésimo primeiro dia de prenhez as ratas foram anestesiadas com
guetamina (anestésico geral na dose de 30 mg/kg - intramuscular) e o cloridrato de
xilazina (relaxante muscular na dose de 6mg/kg). Para a avaliacdo da toxicidade
materna foram avaliados os parametros bioquimicos e parametros de capacidade

reprodutiva.

3.6.1 Avaliacao bioquimica

Para a avaliacdo bioquimica das ratas prenhes foram analisados os seguintes
parametros sanguineos: estresse oxidativo, funcdo renal e funcdo hepatica. O
volume de sangue coletado por puncdo venosa (hepatica) em seringa previamente
heparinizada, foi de 3 a 5 mL. Este sangue foi imediatamente transferido para tubo
com anticoagulante EDTA. Deste tubo, uma aliquota de 500 uL foi transferida para
tubo tipo Eppendorf®, e armazenada em freezer a -80°C. O restante do sangue foi
centrifugado em centrifuga de bancada refrigerada, SORVALL®, Modelo ST 16R(10

min, 4000 rpm), o plasma foi utilizado para analises bioquimicas.

Para os parametros de estresse oxidativo foram analisadas as concentracoes
de glutationa reduzida (GSH), e atividade da enzima catalase no sangue das ratas

prenhes; para os parametros de funcéo renal foram dosadas a creatinina e a ureia;
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para os parametros de funcdo hepética foram dosadas as transaminases aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As avaliacdes renais e

hepaticas foram realizadas por kits no Equipamento Cobas C111 (Roche®).

3.6.1.1 Determinacéo da glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da GSH se deu por quantificacdo dos tiois totais, em leitora
de placas, com deteccao visivel, baseada no método de Ellman (1959). Para isso,
150 pL do sangue ratas prenhez coletos na cesaria, sempre mantido em banho de
gelo, foram hemolisados com 100 pL de Triton X-100 a 10% e precipitados com 100
ML de acido tricloro acético (TCA) a 30%. As amostras foram centrifugadas a 4°C em
centrifuga de bancada refrigerada, SORVALL®, Modelo ST 16R (10 min, 4000 rpm),
e 0S sobrenadantes separados. Apds, 50 uL de cada sobrenadante foi diluido em
900 pLde tampdo fosfatos e reagiram com 50 pL de 5-5-ditio-bis-2-acido
nitrobenzoico (DTNB), formando um complexo amarelo. A leitura foi realizada em
seguida em Leitora Automatica de MicroplacasTECAN®, modelo INFINITE M200

PRO (412 nm). Os resultados estdo expressos em mol/mL sangue.

3.6.1.2 Determinacéo da atividade da catalase(CAT)

A atividade da enzima catalase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS
utilizando método de Aebi (Aebi, 1984). O método baseia-se na decomposicdo do
H,O, pela catalase, ao longo do tempo, monitorado a 240 nm. Para tanto,
primeiramente o sangue foi diluido em tampéo fosfato de potassio (10 yL de sangue
+ 590 uyLde tampao). Apos, uma aliquota de 20 pyLdeste sangue diluido foi misturado
a 1.910 uyLde tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7.0) e 70 pL de H,0O, foi
adicionado, dando inicio a reacdo. As mudancas na absorbancia foram monitoradas
por cinco minutos (Espectrofotbmetro da marca FEMTO®, modelo 800XI). Uma
constante de variacdo (k), relacionada com a hemoglobina (Hb), auxilia na

expressao dos valores da atividade no sangue (k/gHDb).

A dosagem Hb foi feita pelo Kit Comercial de Hemoglobina Bioclin®, baseado
na metodologia da cianometahemoglobina. Em tubo de ensaio foram colocados 1pL
sangue e 2mL de reagente de cor do kit Bioclin®, a leitura foi realizada em

espectrofotometro (FEMTO®, modelo 800Xl)em comprimento de onde 540 nm; para
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cada andlise foram preparados, diariamente, em triplicata, os padroes do Kit
Bioclin®. Os resultados Hb para posterior analise de GSHforam calculados pela

formula:

Hb= absorbancia do teste/absorbancia do padréao x 10

Onde:10 = fator de corregéo

3.6.1.3 Determinacao da transaminase aspartato aminotransferase
(AST),transaminase alanina aminotransferase (ALT), creatinina e da ureia.

Para as dosagens de transaminases alanina aminotrasnferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), creatinina e ureia utilizaram-se o plasma. Todas
as dosagens foram realizadas em equipamento automatizado COBAS C111
(Roche®), por meio de kits especificos para este equipamento: ALTL, ASTL, CREJ2
e UREAL (Roche®).

O teste de ALTL (Roche®) tem como principio a catalisacdo da reacdo entre
L-alanina e 2-oxoglutarato. O piruvato formado é reduzido por NADH numa reacao
catalisada por lactato desidrogenase (LDH), formando L-lactato e NAD". O ASTL na
amostra catalisa a transferéncia de um grupo amino entre L-aspartato e 2-
oxoglutarato, formando oxoloacetato e L-glutamato. O oxoloacetato com NADH na
presenca de malato desidrogenase (MDH), formando NAD®. A taxa de oxidag&o de
NADH ¢é diretamente proporcional as atividades cataliticas de ALT e AST,
determinada medindo a diminuicdo da absorbéncia. Ambos os testes possuem um
intervalo de medicdo de 200-700 U/L e o comprimento de onda utilizado € de
340/378 nm

O teste de creatinina — CREJ2 (Roche®) baseia-se no método de Jaffe,
através de um ensaio colorimétrico cinético. Numa solucdo alcalina a creatinina
forma um complexo amarelo-avermelhado com picrato. A taxa de formacdo do
corante é proporcional a concentracdo de creatinina na amostra O intervalo de

medicéo do teste € de 0,2-12.4 mg/dL e o comprimento de onda é de 512/583 nm.
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O principio do teste da ureia— UREL (Roche®) é cinético e baseia-se em duas
reacOes. Primeiramente a ureia € hidrolisada pela urease, dando origem a amonia e
carbonato. Na segunda reacédo, o 2-oxoglutarato reage com amonia na presenca de
glutamato desidrogenase (GLDH) e da coenzima NADH, dando origem a L-
glutamato. O NADH é oxidado a NAD, a taxa de diminuicdo da concentracdo de
NADH é diretamente proporcional & concentragcdo de ureia na amostra. O teste
possui um intervalo de medicdo de 3,0-240 mg/dL e utiliza como comprimento de
onda 340/409 nm.

O COBAS C111 foi desenvolvido para laboratérios de pequeno porte, possui
um rendimento de 60 a 85 testes/hora, apresenta como principio de medicao a
fotometria de absorbancia, utiliza doze comprimentos de onda e realiza medicdo

monocromatica e bicromatica.

OCfas (Calibrator for automated systems, Roche®) foi utilizado para realizar a
calibracéo dos reagentes; o controle de qualidade para a monitorizacao da exatidao
e precisdo dos métodos quantitativos foi realizado empregando-se, antes do inicio
das analises, o reagente Precinorm U plus. Os reagentes dos kits foram inseridos no
disco refrigerado proprio para reagentes; o segmento de cubetas foi inserido no anel
interno; as amostras foram cadastradas no equipamento e o pedido foi definido.
Foram colocados 300 uL de plasma no cup de amostra e 0 mesmo foi inserido na
area de amostras, que tem capacidade de oito amostras por vez. O equipamento
verifica a qualidade da cubeta, pipeta os reagentes e as amostras, incuba e inicia as
medicdes. Os resultados foram calculados pelo equipamento com base nos
resultados de medicdo fotométrica que determinaram a quantidade de absorbancia

no fluido.

3.7Avaliacao da capacidade reprodutiva

Para a avaliagdo da capacidade reprodutiva, as ratas foram cesariadas, com
uma incisdo longitudinal na linha alba para exposi¢éo do utero e dos ovarios. O Utero
e os ovarios foram retirados. O Utero foi inspecionado quanto ao namero de fetos, de

implantacOes e reabsor¢des visiveis (Figurad). Os ovarios, os fetos e as placentas
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foram pesados. Foi verificada a vitalidade fetal, por meio de um leve estimulo
mecénico com a ponta do dedo indicador.Os corpos luteos foram contados
(DAMASCENO et al., 2008).

Figura 4-Utero retirado de ratas para avaliagio da capacidade reprodutiva.

Fonte: Elaboracao propria

Os fetos foram sacrificados com halotano (1%) em camara fechada. A

capacidade reprodutiva das fémeas foi calculada por meio das formulas:

Porcentagem de Perdas Pré-implantacdo = n° corpos liteos — n°
implantacgdes / n° corpos liteos X100

Porcentagem de Perdas Pés-implantacdo = n° de implantagcdes — n° de

fetos vivos / n° de implantacGes X100

3.8 Avaliacdo do desenvolvimento do concepto

Para as analises desenvolvimento do concepto, todos dos fetos foram
analisados segundo o0s parametros: avaliacdo morfolégica externa, avaliacéo
visceral, avaliacdo morfolégica 6ssea. (GERENUTTI et al.; 2006)
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3.8.1 Avaliacao morfologica externae visceral de fetos

Apos a pesagem, 50% dos fetos de cada fémea foramfixados em liquido de
Bodian. A solucao fixadora de Bodian consiste em 148 mL de agua destilada, 50 mL
de formaldeido, 50 mL de acido acético glacial e 752 mL de alcool etilico a 95%. Os
fetos foram colocados em vidro com tampa de rosca contendo a solugéo, e as
analises foram realizadas no prazo maximo de 15 dias apdés a fixacao.
(DAMASCENO et al., 2008).

As seguintes medidas externas foram determinadas com o auxilio de um
paquimetro: antero—posterior do cranio, latero—lateral do cranio, antero—posterior do

térax, latero—lateral do torax, cranio—caudal, cauda (Figura 5).

Figura 5- Avaliacdo morfolégica externa de fetos fixados em Bodian:
medidas realizadas com paquimetro.

.(A) .(B)
.(C) .(D)
2 >
-(E)

Legenda: (A) Antero-posterior do cranio; (B) latero-lateral do cranio;

(C) latero-lateral do térax; (D) antero-posterior do térax;( E) cranio-caudal;(F)
cauda.Fonte: Elaboracéo propria

(F)
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Os fetos destinados as avalia¢des viscerais foram separados em dois grupos:
um grupo foi analisado segundo os cortes de Wilson (Figura 6) e o segundo grupo
foi analisado seguindo as técnicas de toracotomia e microseccdo. As avaliacdes
visceraisforam realizadas com o auxilio de estereomicroscopio com iluminacéo direta
(Olimpus®), seguindo-se uma sequéncia padronizada. As informacgdes obtidas foram
descritas e armazenadas em protocolo para posterior analise (DAMASCENO et al.,
2008).

Figura 6-Sequéncia de cortes de Wilson realizada nos fetos apos fixagdo em Bodian.

Fonte: Elaboracg&o prépria

3.8.2 Avaliacao morfologica 6ssea de fetos.

A avaliacdo morfolégica éssea foi realizadapelo processo de evisceracdo e
diafanizacdo, com observacdo em estereomicroscépio (Olympus®, 66X)e fonte

auxiliar de luz.

Os fetos destinados a analise esquelética permaneceramem solugdo de
acetona pura (Merck®), em vidro com tampa de rosca, por periodo de 24 horas. Em
cada feto foi realizado, um corte transversal abaixo das costelas e cortes obliquos
dos lados direito e esquerdo até a regido anal, formando um triangulo. O intestino,
as visceras abdominais, o diafragma e as visceras toracicas foram retirados com o
auxilio de pin¢a de ponta fina. Apds a evisceracdo, os fetos foram submetidos ao

processo sequencial diafanizacéo e coloragdo com alizarina red-S (Figura 7).
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Figura 7-Etapas do processo de diafanizacdo e coloracdo de fetos para a andlise éssea.
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(24 horas)

200 ml de
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0,50 mg de
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(24 horas)

200 ml de
KOH (1%) +
0,50 mg de
alizarina

(24 horas)

200 ml de
KOH (1%) +
0,50 mg de
alizarina

24 horas

Fonte: Elaboragéo propria

A diafanizacdo é alcancada com a maceracdo dos tecidos moles (pele e
musculatura) pelo hidroxido de potassio (KOH) a 1% em agua destilada; o
clareamento foi realizado com a solucdo clareadora, constituida por uma parte de
alcool benzilico, duas partes de glicerina e duas partes de etanol absoluto. A
alizarina red-S foi empregada para visualizar o esqueleto (Figura 8), pois se fixa nos
locais em que houve deposicdo de calcio, corando os ossos de vermelho

(DAMASCENO et al., 2008). O esqueleto foi examinado sistematicamente, da

cabeca a cauda.
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Figura 8- Feto diafanizado para avaliagdo morfoldgica 6ssea.

Vista Dorsal Vista Frontal
Fonte: Elaboragéo propria

3.9Analise Estatistica

Para a analise dos resultados foi utilizado o nivel de significancia entre 1 e
5%. O teste de Bartlet foi usado para avaliar a homocedasticidade (erros devem ter
variancia constante, representado por valores de F) dos dados; a andlise de
variancia Anova para dados paramétricos, seguida do teste Tukey-Kramer para
comparacdes multiplas em todos os experimentos realizados. O teste do Qui-
quadrado foi utilizado para comparacdes ndo paramétricas, em porcentagens. Para

as analises foi utilizado o programa GraphPad InStat.
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4 RESULTADOS

4.1 Teores de glucanas e de compostos fendlicos no Lentinula edodes

O Lentinula edodes analisado apresentou nas amostras estudas 0.53 g

glucanas/ 100g de glicose de cogumelo seco.

A curvaanalitica (Figura9) foi construida nas concentracfes entre 0.5 a5 mg
de acido galico por g de amostra seca, seguindo a metodologia adaptada da
Farmacopeia Portuguesa(2002). Osresultados foram expressos em mg de

equivalente de acido galico (EAG)/grama de amostraem base seca.

Figura 9- Curva analitica do acido galico usado para quantificagdo de compostos fendlicos no

Lentinula edodes.
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A concentracdo de compostos fendlicos na amostra de Lentinula edodes foi

de 2.4mg/qg.
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4.2 Efeitosda exposicdo ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as
associacoes sobretoxicidade materna.

4.2.1 Avaliacdo do ganho de peso de ratas prenhes

O ganho de pesodos animais foi considerado em dias intercalados (1-3 dias
de gestacao: F= 1.656, p= 0.05; 4-6 dias de gestacéo: F= 2.984, p<0.05; 7-9 dias de
gestacdo: F= 9.144, p< 0.0001; 10-12 dias de gestagao: F= 37.555, p < 0.0001; 13-
15 dias de gestacdo: F= 5.721, p < 0.05; 16-18 dias de gestagado: F= 33.393, p<
0.0001; 19-21 dias de gestagao: F= 55.683, p < 0.0001). Os resultados (Tabela 3)
obtidos indicam que o Lentinula edodes nas doses de 0.4 e 0.8 g/kg/diapossui uma
tendéncia em promover um aumento no ganho de peso quando comparado ao grupo
controle (Tabela 3). O metotrexato, conforme o esperado promoveu uma reducéo do
ganho de peso, tanto quando comparado ao grupo controle quanto aos grupos que
receberam o Lentinula edodes(0.4 e 0.8 g/kg/dia). Por outro lado pode-se observar
gue no grupo onde houve a associacao entre metotrexato e Lentinula edodes0.4
g/kg/dia, esta reducdo do ganho de peso persistiu. Entretanto, quando da
associacado entre metotrexato e Lentinula edodes0.8 g/kg/dia, inicialmente observa-
se que ocorre uma reversao da reducdo do ganho de peso comparada ao grupo
exposto ao metotrexato, e esta reversao estende-se até o 12° dia de gestacao; apds
este periodo, esta associacdo entre metotrexatoLentinula edodes0.8 g/kg/dia torna-

se altamente prejudicial ao ganho de peso das gestantes reduzindo este parametro.
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Tabela 3- Ganho de peso (gramas) de ratasexpostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associacdes, durante o periodo de gestacao.

Dias de
gestacéo
1-3
4-6
7-9
10-12
13-15
16-18

19-21

Grupos
Controle Sl Sl MTX SIMTX SIIMTX
7.66+2.65 7.83+2.60 10.00+3.84 9.00+3.63 11.80+3.40 10.83+ 1.47
9.00+ 1.54 8.33+ 2.87 7.66x2.73 9.00+1.63 3.20+ 2.77*° 7.33£1.26
9.33+1.82 9.33+ 1.96 10.83+ 2.35 5.50+1.39*® 5.80+1.16*® 7.33+ 1.44
8.16+ 1.15 10.83+ 1.48* 10.83+ 1.06* 5.33+1.43*® 2.00+ 1.77*%° 9.33+ 1.34%
9.33+ 1.33 10.33+1.88 7.50+1.81 10.00+ 2.50 8.60 +1.88 5.50+ 1.46**°
10.50+2.46 19.33+ 2.09* 18.00+2.94* 9.500+ 2.43% 9.20+2.90%" 4.16% 1.62*
21.66+4.45 24.66+3.15 19.50+ 2.29° 10.83+ 2.17**° 10.80+ 2.96**° 1.33+ 0.80*

Nota: Grupos controle (solucdo salina), (Sl)Lentinula edodes 0,4 g/kg/dia, (Sll) Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes 0.4

g/kg/dia + metotrexatoe (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato. *Comparagéo do grupo controle (p< 0.05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer mdltiplas

comparacdes); (a) comparacdo ao grupo Sl, (b) comparacdo ao grupo Sll, (c) comparacédo ao grupo MTX, (d) comparacdo com SIMTX
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4.2.2 Avaliacao bioquimica materna

Para a avaliacdo da concentracdo de GSH foi construida a curva analitica nas
concentracdes entre 0.005 mM e 0.1 mM de glutationa reduzida, seguindo também a
metodologia de Ellman (1959). Esta curva de calibracdo da GSH esta representada

na Figuralo.

Figura 10-Curva da glutationa reduzida (GSH) utilizada para avaliacdo de estresse oxidativo em
sangue de ratas prenhes.
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As determinacdes da GSH e da CATnho sangue das ratas prenhes estdo
indicadas na Tabelad4. Com relacéo a atividade da CAT, ndo foi observada diferenca
entre todos os grupos analisados (F= 0.8904, p= 0.05). Por outro lado, com relagdo a
concentracdo de GSH, uma diminui¢do no seu nivel foi observada somente no grupo
que recebeu a maior concentracdo de Lentinula edodes (0.8 g/kg/dia). Nos
gruposque receberam metotrexatoe no grupo que recebeu a associacdo
entremetotrexatoe Lentinula edodes (0.8 g/kg/dia) a concentracdo de GSH se elevou
gquando comparada ao grupo controle; todos 0s grupos expostos ao metotrexato,
associado ao Lentinula edodes oundo associado, tiveram um aumento de GSH
gquando comparados aos grupos que receberam apenas o Lentinula edodes (F=
36.449, p < 0.0001).
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Tabela 4-A andlise dos parametros antioxidantes CAT (catalase) e GSH (glutationa reduzida) em sangue das ratas expostas ao Lentinula edodes,

ao metotrexato e as associa¢cfes duranteo periodo de gestacao.

Grupos
Anélise Controle Sl Sl MTX SIMTX SIIMTX
CAT (k/gHb) 86.97+24.36 92.69+23.40 81.54+ 26.22 71.48+16.39 82.60+37.05 63.76+31.90
GSH (umol/mL) 0.37+0.06 0.21+ 0.04% 0.17+ 0.06* 0.72+0.10** 0.44+ 0.13%*° 0.57+ 0.09*®

Nota: Grupos controle (solu¢do salina), (SI) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes 0.4
g/kg/dia + metotrexato e (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato. *Comparagao do grupo controle (p< 0.05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer

multiplas comparagdes); (a) comparacao ao grupo Sl, (b) comparagdo ao grupo Sll, (c) comparagdo ao grupo MTX, (d) comparacdo com SIMTX



50

A Tabela 5 apresenta as dosagens bioquimicas da AST, daALT, da creatinina,
e da ureia de ratas do 21° dia de gestacdo. Os resultados obtidos indicam que
houve uma reducdo dos niveis de ASTL para todos os animais dos grupos
experimentais quando comparados ao grupo controle (F= 6.894, p< 0.001).
Entretanto, as dosagens de ALTL apresentaram reducdo apenas nos grupos
expostos ao metotrexato e nos grupos onde houve a associagdo entre o metotrexato
com Lentinula edodes (doses de 0.4 e 0.8 g/kg/dia), quando comparados ao grupo
controle e aos grupos expostos somente ao Lentinula edodes(F= 14.765, p<
0.0001).

As dosagens de creatinina mostraram- se reduzidas apenas nos grupos
expostos ao Lentinula edodes na dose de 0.8 g/kg/dia e associacdo entre
metotrexato eLentinula edodesna dose de 0.4 g/kg/dia quando ao grupo controle (F=
2.860, p< 0.05). Por outro lado, as dosagens de ureia encontram-se reduzidas para
todos 0s grupos experimentais quando comparados ao grupo controle (F= 4.319,
p<0.001).
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Tabela 5-Andlise bioquimica dos parametros:transaminase alanina aminotrasnferase (ALT),transaminase aspartato aminotransferase (AST), creatinina

(CREJ2) e ureia(UREL) realizadaem sangue de ratas expostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associacdesdurante o periodo de gestacéao.

Grupos
Testes
Controle Sl Sl MTX SIMTX SIIMTX
ASTL(U/L) 105.93+ 19.46 78.31+ 13.56* 64.30+ 12.25* 68.70+ 14.42* 68.06+ 14.94* 74.23+ 7.93*
ALTL (U/L) 69.87 £ 2.84 68.93 £ 2,05 68.53 £ 3.88 58.98 + 3.53*® 59.06 + 3.74*® 63.13 + 2.83**
CREJ2 (mg/dL) 0.32+0.04 0.27 £0.09 0.22 £ 0.07* 0.26 £0.03 0.22 £ 0.03* 0.24£0.04
UREL (mg/dL) 57.70+ 2.25 45.18+ 6.65* 47.75% 6.0* 45,21+ 4.9* 47.73+ 5.53* 46.46+ 6.84*

Nota: Grupos controle (solugéo salina), (SI) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes
0.4 g/kg/dia + metotrexato e (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg /dia + metotrexato. *Comparagédo do grupo controle (p< 0.05, ANOVA, Teste de Tuckey-

Kramer multiplas comparag@es); (a) comparacao ao grupo Sl, (b) comparacao ao grupo Sll, (c) comparagdo ao grupo MTX, (d) comparacdo com SIMTX
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4.2.3 Avaliacao da capacidade reprodutiva

O desempenho reprodutivo de ratas foi avaliado pela porcentagem de perdas
pré e pés-implantacdo; o quadro 1mostra os parametros utilizados para o calculo

das perdas.

Quadro 1- Parametros utilizados para o calculo de perdas pré-implantacdo e perdas pés-
implantacéo de ratas expostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associa¢gdesdurante o

periodo de gestagéo,

Grupos
Parametros
Controle SI Sl MTX SIMTX SIIMTX
Corpos luteos 65 68 72 86 58 80
Implantagtes 60 66 69 69 51 75
Fetos 60 65 55 25 23 3

Nota: Grupos controle (solucdo salina),(Sl) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes
0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia + metotrexato e
(SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato.

ATabela 6 mostra os efeitos da exposicdo ao Lentinula edodes e ao
metotrexato, isoladamente ou em associacao sobre a porcentagem de perdas pré e

pos-implantacao.

Os resultados encontrados mostram que Letinula edodes nas doses de 0.4 e
0.8 g/kg/dia reduziu as perdas pré-implantacdo quando comparadas ao grupo
controle. O metotrexato aumentou as perdas pré-implantacdo quando comparado
aos grupos controle e Lentinula edodes nas doses de 0.4 e 0.8 g/kg/dia; entretanto,
na associacdo do metotrexato ao Lentinula edodes (0.4 g/kg/dia) observa-se uma
reducdo desta perda, porém esta ainda permanecemaior quando comparada ao
grupo controle e aos grupos expostos apenas ao Lentinula edodes nas doses de 0.4
e 0.8 g/kg/dia. Por outro lado, na associagédo do metotrexato ao Lentinula edodes(0.8
g/kg/dia) observa-se uma reducdo desta perda promovidas pelo metotrexato ou na

associacdo com Lentinula edodes (0.4 g/kg/dia). Porém as perdas causadas neste
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grupo, embora nao difiram das do grupo controle, sdo maiores do que as perdas de

ratas expostas ao Lentinula edodes nas doses de 0.4 e 0.8 g/kg/dia.

Quanto as perdas poés-implantacdo, 0 metotrexato conforme o esperado
promoveu um aumento deste parametro, porém em associacdo com o Lentinula
edodes na dose de 0.4 g/kg/dia, apresentou uma reducdo neste parametro. Por
outro lado, na associacdo metotrexato com Lentinula edodes na dose de 0.8
g/kg/dia, ocorreu um aumento acentuado desta perda. Observa-se ainda, que o
Lentinula edodes na dose de 0.8 g/kg/dia, também promoveu aumento de perdas

pés- implantacdo quando comparado ao grupo controle.



Tabela 6- Desempenho reprodutivo de ratas expostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associagdes,durante o periodo de gestacgéo.
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Grupos
Porcentagem
Controle Sl Sl MTX SIMTX SIIMTX
Perdas pré-implantacéo 7.69 2.94* 4.16* 19.76*° 12.06%° 6.25 *a>d
Perdas p6s-Implantacéo 0 1.51 20.28% 63.76*® 54.90*% 96+

Nota; Grupos controle (solugéo salina), (SI) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes

0.4 g/kg/dia + metotrexato e (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato.*Comparagao do grupo Controle (p< 0.05, Teste do Qui-quadrado); (a)

comparacao ao grupo Sl, (b) comparacdo ao grupo Sll, (¢c) comparacédo ao grupo MTX, (d) compara¢do com SIMTX.
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4.3 Efeitos da exposicao ao Lentinula edodes, ao metotrexato as associa¢oes
sobre o desenvolvimento do concepto

A Tabela 7mostra que houve uma reducao de peso de fetos epara todos os
grupos quando comparados ao grupo controle (F= 85.231, p <0.0001). Este efeito foi
mais expressivo quando o Lentinula edodes nas doses de 0.4 e 0.8 g/kg/dia esta
associado ao metotrexato. O peso da placenta somente encontra-se reduzido
guando da associacédo do Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia ao metotrexato (F= 3.461,
p<0.001). Por outro lado, ndo foi observado redugao na vitalidade fetal, pois todos os

fetos formados encontravam-se Vvivos.



Tabela 7- Avaliacdo do desenvolvimento do

concepto de ratas
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expostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associacdes,durante o periodo de

gestacao.
Grupos
Parametros
Controle Si Sli MTX SIMTX SIIMTX
Vitalidade fetal (%) 100 100 100 100 100 100
Peso dos fetos (g) 5.75%0,59 4.57+0.68* 3.97+0.42** 4.18+0.52** 3.77+0.44* 2.64+ .26
Peso da placenta (g) 0.82+ 0.11 0.81+0.12 0.88+0.18 0.85+0.14 0.82+0.20 0.54+0.04*°<

Nota: Grupos controle (solugéo salina), (SI) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes

0.4 g/kg/dia + metotrexato e (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato. *Comparacdo do grupo controle (p< 0.05, ANOVA, Teste de Tuckey-

Kramer multiplas comparages); (a) comparacéo ao grupo Sl, (b) comparacao ao grupo SllI, (c) comparacéo ao grupo MTX, (d) comparacdo com SIMTX
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4.3.1 Avaliagdo morfologica externa, visceral e 6ssea de fetos.

Nas avaliacOes externas observou-se que em todos os grupos os fetos néao
apresentaram sindactilia, hipodactilia, focomelia, alteracdes abdominais, alteracao
na fixacdo de olhos, alteracao de palato. Também nao foram observados alteracdes
nas estruturas 0sseas. Entretanto, dos parametros viscerais avaliados, no grupo
exposto o metotrexato, observou-se que 12% dos fetos (3 em 25 fetos) apresentou

hidrocefalia.

A Tabela 8 mostra as medidas utilizadas para a avaliagdo morfolégica externa
de fetos. Os resultados obtidos indicam que houve uma reducdo de todos os
parametros avaliados, tanto para 0s grupos expostos ao Lentinula edodes quando
administrado isoladamente como administrado em associacdo ao metotrexato (latero
lateral do cranio F= 16.757, p <0.0001; antero posterior do cranio: F= 10.518, p<
0.0001; Latero lateral do térax: F= 12.761, p < 0.0001; antero posterior do térax: F=
26.032, p < 0.0001; cranio caudal; F= 31.090, p< 0.0001; cauda: F= 19.055, p=<
0.0001). A associacdo da dose de 0.8 g/kg/dia de Lentinula edodes ao metotrexato

promoveu as maiores redugdes nas medidas.
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Tabela 8- Medidas morfolégicas (cm) externas dos fetosde ratas expostas ao Lentinula edodes, ao metotrexato e as associacfes,durante o periodo de

gestacao.
Grupos
Medidas

Controle SI S| MTX SIMTX SIIMTX

Latero lateral do créanio 0.78+0.10 0.68+0.06* 0.64+0.05* 0.61+0.05* 0.68+0.06* 0.59+0*
Antero posterior do cranio 1.36+0.22 1.20+0.08* 1.16+0.04* 1.10+0.06* 1.38+0.24* 0.98+0.02*2¢
Latero lateral do térax 1.01+0.19 0.87+0.10* 0.78+0.08* 0.80+0.08* 0.86+0.09* 0.58+0.05*
Antero posterior do térax 0.99+0.70 0.89+0.08* 0.78+0.07* 0.82+0.07* 0.85+0.09* 0.62+0.02xabcd
Cranio caudal 5.64+ 0.70* 4.98+0.33* 4.46+0.21*® 4.48+0.34*® 4.61+0.26* 3.36+0.23*abcd
Cauda 1.34+0.29 1.07+ 0.10* 0.94+0.09* 0.94+0.11* 1.14+0.09*° 0.75+0.05%¢

Nota: Grupos controle (solucdo salina), (Sl) Lentinula edodes 0.4 g/kg/dia, (Sll)Lentinula edodes 0.8 g/kg/dia, (MTX) metotrexato, (SIMTX) Lentinula edodes 0.4

g/kg/dia + metotrexato e (SIIMTX) Lentinula edodes0.8 g/kg/dia + metotrexato. *Comparagédo do grupo controle (p< 0.05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer

multiplas comparacgdes); (a) comparacao ao grupo Sl, (b) comparagédo ao grupo Sll, (c) comparacao ao grupo MTX, (d) comparacao com SIMTX



5 DISCUSSAO

Este estudo fundamenta-se na premissa de que o Lentinula edodespode atuar
como um agente antioxidante, reduzindo os efeitos deletérios dos perdxidos sobre
os tecidos. Neste sentido, o metotrexato, farmaco imunossupressor, promotor do
aumento das atividades de espécies reativas ao oxigénio, foi utilizado para avaliar os
beneficios do potencial protetor e antioxidante do Lentinula edodessobre a
gestacdo(STAJIC et al., 2013).

Os cogumelos apresentam numerosos compostos com atividadeantioxidante:
como vitaminas, polissacarideos, peptideos, proteinas, acidos organicos,
carotendides e compostos fendlicos (BORS; SARAN 1987). E embora
existamnumerosos antioxidantes sintéticos que podem melhorar a capacidade do
sistema de defesa, a preferéncia ainda é dada aos antioxidantes naturais, devido
aos efeitos toxicos e mutagénicos que estes antioxidantes sintéticos podem
promover (STAJIC et al. 2013). Neste sentido, ressalta-se a importancia das
dosagem de compostos fendlicos no Lentinula edodes. O valor encontrado (2.4 mg
deacido gélico/g base seca) estad proximos ao dos estudos realizados por Pauli e
Sylos( 2010). Por lado, Reis et al. (2012) ao extrair compostos fendlicos a partir do
micélio do Lentinula edodes, obtiveram uma dosagem de 12.53 mg/g de acido gélico
no extrato. Estas diferencas de dosagem de compostos fendlicos podem estar

diretamente relacionadas ao substrato utilizado no cultivo axénico.

Os compostos fendlicos sao conhecidos por suas propriedades anti-oxidantes
e dentre estes, os flavonoides se destacam por esta atividade (DORMAN et al.,
2003). Entretanto, ha evidéncias de que as atividades biologicas de flavonoides
podem desempenhar um papel duplo em mutagénese e carcinogénese. Podendo
atuar como antimutagenicos / promutagenicos e antioxidantes / pro-oxidantes, o que
€ em grande parte dependente dos niveis de consumo e as condi¢des fisiologicas
doorganismo (SKIBOLA;SMITH, 2000).

A amostra de Lentinula edodes utilizada neste estudo também apresentou

valores de agua e glucanas dentro dos valores preconizados na literatura. O



rendimento seco do Lentinula edodes foi de 10%, o que indica que este cogumelo
apresenta em torno de 90% de sua composi¢do, em agua, e conforme Mattila et al

(2000), isto € o indicativo de seu importante valor nutricional.

O resultado da dosagem de glucanas realizados na amostra de lentinula
edodesfoi0.53 g/100g de glicose. Os resultados encontrados apresentam-se dentro
faixa de glucanas obtida para as diversas espécies de cogumelos foi de 0.21g a
0.53g/100g de glicose, realizado em metodologia similar a empregada neste estudo

por Manzi e Pizzoferrato (2000).

A reducado do ganho de peso de gestante € um fator importante na avaliacdo
da toxicidade materna, a qual deve estar associada as alteracbes bioquimicas
maternas para a inferéncia sobre a toxicidade de um agente externo (GERENUTTI,
DEL FIOL; GORPO,2006); os resultados obtidos neste estudo mostraram que o
Lentinula edodes promove um aumento do ganho de peso quando administrado
isoladamente. Entretanto, nos animais expostos ao metotrexato e nas associagdes

pode-se observar uma reducdo no ganho de peso.

Os ensaios in vivo com o Lentinula edodes, indicam que este cogumelo ndo
induz toxicidade materna, quando observados os parametros para toxicidade renal e
hepatica. As dosagens de ALT e ASTnos animais dos grupos experimentais foram
inferiores as do grupo controle. O aumento da atividade da ALTL e ASTL é uma
indicativa de lesbes hepaticas, induzidas por agentes exdgenos,estudos
randomizados realizados com o metotrexato em humanos, portadores de artrite
reumatoide e hepatite C, indicam que a exposi¢do a este farmaco, ndo promoveu
alteracdo nos niveis de AST e ALT(IANNONEget al., 2014).

Somado a isto, também se observou uma reducédo dos niveis sanguineos de
creatinina nos grupos SllI (0.8 g/kg/dia) e SIMTX (0.4 g/kg/dia) em relacéo ao grupo
controle. Com relagéo a ureia apresentou reducao dos niveis em todos 0s grupos
experimentais em relacdo ao grupo controle. Teores sanguineos de ureia e
creatinina aumentados podem estar diretamente relacionados ao teor de proteinas
da dieta e serem indicativo de estado patoldgico renal (RENNO et al., 2000).

Osresultados de avaliacao hepatica e renal indicam que as maes nao apresentaram



efeitos de toxicidade a exposicdo ao Lentinula edodes, ao metotrexato e nem

mesmo as associacdes empregadas.

As CAT séo enzimas que funcionam como canal de limpeza promovendo
detoxificacdo do metabolismo celular normal decompondo H,O, (peroxido de
hidrogénio) em H,O (dgua) e O, (oxigénio) (BREUSEGEM, 2001).As dosagens
sanguineas de CAT em ratas prenhes indicam que nem o Lentinula edodes, nem o
MTX ou as associacdes, promoveram alteracdes significativas em relacdo ao grupo

controle.

As analises de GHS nas gestantes indicam que o Lentinula edodes na
concentracdo de 0.4 g/kg/dia ndo apresentou diferenca do controle, e que o
Lentinula edodes na concentracdo de 0.8 g/kg/diadiminuiu o GSH, mostrando que
em concentracdes elevadas um composto com potencial antioxidante pode se tornar
um pro-oxidante(SKIBOLA;SMITH, 2000).

Dorman et al. (2003) afirmam que um aumento dos niveis de exposi¢cao aos
compostos fendlicos, quer através da dieta ou por suplementacdo, pode,
potencialmente, sobrecarregar o sistema que conduz a formacdo de espécies
reativas de oxigénio. Além disso, estes autores, ressaltam que em periodos onde
existe um aumento do desenvolvimento celular, como na gestacdo, a exposi¢cdo em
doses excessivas de substancias que contenham compostos fendlicos pode
promover uma maior sensibilidade celular aos efeitos deletérios do agente pro-

oxidante.

Os resultados obtidos, ou seja, 0 aumento da concentragédo de GSH confirma
a agao oxidante do MTX. Por outro lado, esta atividade oxidante do MTX parece ter
sido inibida quando da associacdo comLentinula edodes(0.4 g/kg/dia), onde
observa-se uma reducdo da GSH. Entretanto, na associacdo MTX elentinula

edodes(0.8 g/kg/dia) esta acao oxidante permanece.

Segundo Lucchi et al (2005) pacientes expostos aos agentes que promovem
aumento do nivel de estresse, apresentam aumento da atividade GSH, isso parece

indicar a existéncia de um mecanismo de adaptagdo do organismoem virtude do



aumento dessa atividade. Isto parece justificar o aumento ocorrido nos grupos MTX,
SIMTX, SIIMTX, onde apresentaram um aumento significativo de GSH em relacdo

ao grupo controle.

Segundo Weber-Schoendorfer et al (2014) o uso pos-concepcdo de doses
reumatolégicas de metotrexato estd associado ao risco aumentado de defeitos
congénitos graves e aborto espontaneo.Em nossos resultados a exposicéo
dometotrexato(MTX), corrobora esta informacédo, uma vez que o metotrexato (MTX)
promoveu uma significativa perda pré-implantacdo e uma acentuada perda pos-
implantacdo. Entretanto, a perda pré-implantacdo apresenta-se reduzida quando da
associacdo do metotrexato aolLentinula edodes; e este efeito parece ser dose
dependente, reforcando a capacidade de protecdo do Lentinula edodes sobre os
efeitos toxicos do metotrexato, uma vez que as ratas foram expostas ao Lentinula
edodesdesde o primeiro dia gestacdo. As ratas expostas a associacdo do
metotrexato com Lentinula edodes0.8 g/kg/dia tiveram suas perdas pré-implantacao
inferiores a associacdo do metotrexato com Lentinula edodes0.4 g/kg/dia, e foram

semelhantes aos do grupo controle.

Por outro lado, as perdas pOs-implantacdes foram mais acentuadas nas
associacfes entre o metotrexato e Lentinula edodes, indicando que neste periodo
deimplantacdo do blastocisto e quando o endoderma comeca a se diferenciar, e
cada 6rgao tem seu periodo critico de desenvolvimento, as estruturas estdo mais
sensiveis a acdo de substancias teratogénicas (KANJANAPOTHI, 1981).
Atualmente, as substancias promotoras de radicais livres, com ainducéo de estresse
oxidativo tem sido alvo de pesquisas que envolvem o desenvolvimento do concepto

(AYE; KEELAN, 2013; KHERA; VANDERLELIE; PERKINS, 2013).

A exposicdo materna, nas diversas fases do desenvolvimentodo concepto, ao
Lentinula edodes, aometotrexato(MTX) e as associacdes, indica, devido a redugéo
de peso dos fetos bem como a reducdo em todos os parametros morfométricos,
efeitos de fetotoxicidade. Entretanto, grupo MTX foi observado efeito teratogénico,
corroborando aos achados deHYOUN; OBICAN; SCIALLI (2012).



6 CONSIDERACOES FINAIS

A amostra de Lentinula edodesutilizada encontrou-se dentro dos
parametrosdescritos na literatura para as concentracfes de glucanas e de

compostos fendlicos.

Tanto o Lentinula edodes(0.4 g/kg/dia, 0.8 g/kg/dia) quanto o metotrexato
(0.20 mg/kg/dia), como as associacbes (0.4 g/kg/dia de Lentinula edodes + 0.20
mg/kg/dia de metotrexato; 0.8 g/kg/dia de Lentinula edodes + 0.20 mg/kg/dia de
metotrexato)ndo promoveram efeitos de toxicidade materna, entretanto em todos o0s

tratamentos observou-se efeito fetotéxico.

Lentinula edodes apresenta um efeito importante sobre a capacidade
reprodutiva das ratas durante o periodo de pré-implantacdo, sendo que este reverte

os efeitos deletérios promovidos pelo metotrexato nesta fase.

A utilizacdo Lentinula edodescomo protetorna exposicdo ao metotrexato deve
ser considera para se evitar abortos espontaneos, entretanto as doses devem ser

melhor definidas, para que ndo ocorram efeitos deletérios nos conceptos.



7conclusao
De acordo com os resultados obtidos neste trabalho o Lentinula edodes por

promover efeitos fetotdxicos durante todo o periodo de gestacdo, sugere-se

suspender o uso durante este periodo.
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Anexo A - CERTIFICADO DE Aprova¢ao em CEUA-Uniso

UNIVERSIDADE DE SOROCABA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNISO CEUA-UNISO

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado "Avaliacdo toxicologica in vivo do extrato

2 2 ) itake)” (protocolo 007/2012),
de autoria de Marll Gerenutti e it:alo Frizo, foi aprovado na data de 27/02/2013
pela Comissao de Ftica em Pesquisa Animal da Universidade de Sorocaba -

Uniso, uma vez que se encontra de acordo com ©s principios éticos na
Experimentacgao animal adotados por esta Universidade,

This is to certify that the work titled “Avaliacdo toxicologica in vivo do extrato
hidroalcoélico do cogumelo Lentinulus edodes (Shiitake)" (protocolo 007/2012),
de autoria de Marli Gerenutti e italo Frizo that was approved on 16/10/2013
by the Animal Research Ethic Commission from "Universidade de Sorocaba-
Uniso®, is in accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation

adopted by this University.

Sorocaba, 27 de novembro de 2013.

Renata de Lima
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animal

h
I’

Roseli Rocha Carvalho
Secretana do CEUA-Unisa
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Anexo B - Descarte de animais.



Universidade de Sorocaba

Laboratdnos de Saide e Biologieas

Declaragao

Sorocaba, 08 de junho de 2011

Ref. Protocolo para descartes de animais de laboratorio de pesquisa

Qs descartes de animais de laboratorios apds o sacrificio, que ocorre normalmente durante o
experimento e no qual ndo sao inoculados agentes patogénicos, sao acondicionados em sacos
leitosos (descarte de materiais bioldgicos secos) e armazenados em freezer,

A coleta e destinagéo dos mesmos sao realizadas pela Prefeitura de Sorocaba através de empresa
especializada contratada,

“ - -~
/ik(u ex C]

A

Valéria de Campos Orsi
Farmacéutica Responsavel — Laboratérios de Ciéncias Biologicas e Saude - UNISO
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Anexo C - ATESTADO DE SAUDE ANIMAL.



Arimaias dw Laboraléso Cligdo ¢ Coméreh Lt - E°9
CNPJ 65 440 8 120061-40
PEC. EST 513020551 116

Paulinia, 30/08/2013.

ATESTADO DE SANIDADE ANIMAL

Atesto para os devidos fins que os RATOS WISTAR procedentes deste
estabelecimento,constantes na nota fiscal 001696 estio em perfeitas condicoes
de satide ¢ livres de doengas infecto-contagiosas, cumprindo-se, dessa forma,
o que determinam os dispositivos legais vigentes, no que se referem as
exigéncias sanitarias para o deslocamento dos animas.

Outrossim, mformo que o0s refendos amimais sdo provententes de
matrizes igualmente saudaveis e isentas de quaisquer tipos de tratamento

medicamentoso ou por meio de vacinas.

Atenciosamente,

F\L"‘A ¢ UL/-—\
l

RONAN DE ALMEIDA LENE
i Médico Veterinario
l Habiltado N°. 332
\ CRMV-SP Ne, 8381

P SR Fuiabia A Eaaalan JAM A0TL ATIO0 ) ATT] ARTE  Dalwn Cin Mesnisnmes - AED 419440000 - Canlinda - QC

Anexo D - ATIVIDADES ACADEMICO-CIENTIFICAS DESENVOLVIDAS
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UNISO

Certifico que Italo Frizo esteve no dia 06 de
dezembro de 2013, ministrando palestra sob o tema
“DENATURACAO ENZIMATICA”, aos alunos do
Curso de Farmacia da Uniso. A palestra foi
realizada na dentro do componente Prdticas
Integradas em Farmacologia, Fisiologia e
Bioquimica, ministrado pela Profa. Dra. Marli

Gerenutti.

Sorocaba, 06 de dezembro de 201 3.

e Parmocin

&
r&;‘/’*{{-‘-'—t;'-- SO

Prof. M. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia

Certilicado registrindo eletronicamente
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UNISO

Certifico que Italo Frizo esteve no dia 13 de
novembro de 2013, ministrando palestra sob o tema
“TESTE DE SOLUBILIDADE DE LIPIDES,
REACAO DE SAPONIFICACAO E PESQUISA
DE INSATURACAO?, aos alunos do Curso de
Farmacia da Uniso. A palestra foi realizada na
dentro do componente Praticas Integradas em
Farmacologia, Fisiologia e Bioquimica, ministrado

pela Profa. Dra. Marli Gerenutti.

Sorocaba, 13 de novembro de 20113,

l/ ) / Ve
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Prof". M. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmacia




Anexo E - ATIVIDADES EM ESTAGIO DOCENTE
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UNISO
Certificamos que, Mdrcia Araiijo Rebelo, Italo

Frizo e Prof". Marli Gerenutti (Presidente da banca
e Orientadora) participaram como examinadores na
Banca de Avaliagdo Final do trabalho de Pratica de
Pesquisa 11l dos (as) alunos (as) Julio Cesar Vieira e
Karina  Piatto  Lopes intitulado: “ESTUDO
TOXICOLOGICO DO EXTRATO DE PSIDIUM
GUAJAVA LINN DURANTE A GESTACAO EM
MODELO ANIMAL” ocorrida no dia 21 de
novembro de 2013, no curso de Farmacia da

Universidade de Sorocaba.

Sorocaba, 21 de novembro de 201 3.

17‘(1 LAY, [ L

Prof*. M". Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmicia
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UNISO
Certificamos que, Mdrcia Aratijo Rebelo, Italo

Frizo e Prof". Marli Gerenutti (Presidente da banca
e Orientadora) participaram como examinadores na
Banca de Avaliagdo Final do trabalho de Pratica de
Pesquisa Il dos (as) alunos (as) Andressa Camila
Bispo e Fldvia Nepomuceno Queiroz intitulado:
“INCORPORACAO DO EXTRATO DE PSIDIUM
GUAJAVA LINN EM HIDROGEL E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA” ocorrida
no dia 21 de novembro de 2013, no curso de

Farmacia da Universidade de Sorocaba.

Sorocaba, 21 de novembro de 2013,
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Prof". M". Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso e Farmicia
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UNISO
Certificamos que, Mdrcia Aratijo Rebelo, Italo

Frizo e Prof". Marli Gerenutti (Presidente da banca
e Orientadora) participaram como examinadores na
Banca de Avaliagao Final do trabalho de Pratica de
Pesquisa Il dos (as) alunos (as) Maria Lucia de
Oliveira e Stefani Alves Magalhdes intitulado:
“EFEITO FARMACOLOGICO DA
CAESALPINIA  FERREA  MARTIUS NO
BLOQUEIO NEUROMUSCULAR IN VITRO
INDUZIDO PELO VENENO DE BOTHROPS
JARARACUSSU” ocorrida no dia 21 de novembro
de 2013, no curso de Farmdcia da Universidade de

Sorocaba.

Sorocaba, 21 de novembro de 201 3.

] (/N
f«y{fwgﬁx;. r‘{’ A

\

chicado reestrada eletronicamentes

Prof". M". Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia









