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RESUMO

O estilo de vida e as facilidades do mundo contemporaneo tém influenciado os
habitos alimentares, favorecendo o consumo de dietas hipercaldricas e inadequadas.
Por outro lado, os alimentos funcionais ou nutracéuticos sao capazes de prevenir ou
reduzir o risco de obesidade e doencas relacionadas. O cogumelo Lentinula edodes
(L. edodes) é um alimento com excelentes caracteristicas nutricionais por possuir
baixo teor lipidico, alto teor protéico, ser fonte de vitaminas e minerais, e rico em fibras.
Alguns estudos tém demonstrado que o L. edodes apresenta acdo antitumoral,
hipoglicémica, redutora de colesterol e antitrombadtica. Assim, com objetivo de verificar
o efeito da ingestdo de doses adequadas do cogumelo L. edodes associado a dieta
hiperlipidica, 18 ratos machos Wistar foram separados em trés grupos conforme
descrito a seguir (n=6 ratos/grupo): I- Controle (dieta normal). Il — Dieta hiperlipidica;
[l — Dieta hiperlipidica + L. edodes (100 mg/Kg). Ap6s 30 dias expostos as dietas,
foram avaliados parametros hematoldgicos, bioquimicos, do peso e de estresse
oxidativo. Para tanto, foram analisados, por kit comercial, glicose, triglicerideos,
colesterol (total e fragcdes), frutosamina e gama glutamil transferase. Foram analisados
0os marcadores de estresse oxidativo peroxidacdo lipidica, glutationa reduzida,
catalase e glutationa peroxidase por métodos espectrofotométricos. E parametros
hematoldgicos, creatinina, ureia e transaminases foram avaliados em equipamentos
automatizados Sysmex Xs 1000i e COBAS C111, respectivamente, Roche®. A partir
dos resultados obtidos, pode-se observar que a dieta hiperlipidica induziu aumento de
colesterol total e triglicerideo. O L. edodes reduziu significativamente estes
parametros a valores semelhantes aos encontrados no grupo controle. Além disso, a
dieta hiperlipidica aumentou a atividade das enzimas hepaticas alanina
aminotranferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), que indicam possiveis
danos hepaticos. O L. edodes reverteu este quadro, normalizando a atividade das
enzimas. Com relagdo aos marcadores renais, o L. edodes se mostrou capaz de
normalizar os niveis séricos de ureia, que estavam aumentados devido a dieta
hiperlipidica, e também reduziu a glicose urinaria e sanguinea. Observando o0s
marcadores de estresse oxidativo, a dieta rica em lipideos induziu o aumento nos
niveis de peroxidacado lipidica, e o L. edodes, por sua vez, reduziu os niveis de
substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) a valores semelhantes aqueles

encontrados no grupo controle, prevenindo assim a oxida¢do dos acidos graxos, com



possivel acdo antioxidante. Diante disso, o L. edodes foi capaz de reduzir as
desordens metabdlicas induzidas pelo consumo de dieta hiperlipidica, revertendo
principalmente injurias hepaticas e colesterolémicas. As propriedades bioativas do
cogumelo L. edodes, como a hipolipidémica, hipoglicEmica, e hepatoprotetora, podem
ser provenientes das B-glucanas e das fibras, encontadas em concentracdes
significativas neste estudo. Desta forma, o L. edodes pode ser uma boa indicacéo

como suplemento alimentar.

Palavras-chave: Nutracéuticos. Lentinula edodes. Obesidade. Desordem

metabdlica. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The lifestyle and the amenities of the modern world have influenced the eating
habits, favoring the consumption of a high fat and inadequat diets. On the other hand,
functional foods or nutraceuticals are able to prevent or reduce the risk of obesity and
related diseases. Lentinula edodes mushroom (L. edodes) is a food with excellent
nutritional characteristics because it has low fat and high protein content, is source of
vitamins and minerals, besides its high fiber content. Some studies have shown L.
edodes has antitumor, hypoglycemic, cholesterol reducer, antithrombotic actions.
Thus, in order to determine the effect of appropriate doses of L. edodes intake
associated with fat diet, 18 male Wistar rats were divided into three groups as follows
(n = 6 mice / group): I- control (diet normal). Il — High-fat diet; Ill — High-fat diet + L.
edodes (100 mg / kg). After 30 days in treatment, rats were evaluated regarding
hematologic parameters, biochemical profile, weight and oxidative stress. Therefore,
glucose, triglycerides, cholesterol (total and fractions), fructosamine and gamma-
glutamyl transferase were analyzed by commercial kit. Oxidative stress biomarkers as
lipid peroxidation, reduced glutathione, catalase and glutathione peroxidase were
analyzed by spectrophotometric methods. Hematological parameters, creatinine, urea
and transaminases were evaluated in automated equipment Sysmex XS 1000i and
COBAS C111, respectively, from Roche®. From the results obtained, it was observed
the high-fat diet increased total cholesterol and triglyceride levels. L. edodes
significantly reduced these parameters to values similar to those found in the control
group. Furthermore, the high-fat diet increased the activity of hepatic enzymes alanine
aminotranferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), indicating potential liver
damage. L. edodes reversed this state, controlling the enzume activities. Regarding
renal markers, L. edodes was able to regulate the serum levels of urea, which were
increased due to the high-fat diet, and also reduced urinary and blood glucose levels.
Observing the oxidative stress markers, the high-fat diet increased the lipid
peroxidation, and L. edodes, in turn, reduced the levels of reactive substances to
thiobarbituric acid (TBARS ) similar to that found in the control group, thus preventing
the oxidation of fatty acids, with possible antioxidant property. Therefore, L. edodes
was able to reduce metabolic disorders induced by high-fat diet consumption, mostly
reversing the liver injury and the hypercholesterolemia. The bioactive properties from

L. edodes mushroom, as hypolipidemic, hypoglycemic, and hepatoprotective may be



from the B-glucans and fibers, found in high concentrations in this study. Thus, L.
edodes can be a good indication as a food supplement.

Key words: Nutraceuticals. Lentinula edodes. Obesity. Metabolic disorder.

Oxidative stress.
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1 APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta apresentada em formato de artigo cientifico, seguindo as
“Orientacdes para apresentacao de dissertacoes do Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba”.

Assim, as sec¢bes “Resultados” e “Discussao” encontram-se agrupadas, e
apresentam o manuscrito, redigido na lingua inglesa e o texto segue as normas

indicadas pela revista a qual o artigo foi submetido.
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2 INTRODUCAO

2.1 Alteracdes no metabolismo energético

A obesidade configura um dos maiores problemas de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Embora os fatores ambientais e genéticos
desempenhem papel importante na obesidade, fatores endégenos como o sistema
endocrino e hereditariedade e fatores exdgenos como ingestdo excessiva de
alimentos com alto teor energético e o sedentarismo também contribuem de forma
significativa para sua etiologia (LANDSBERG et al., 2013).

Algumas doengas como sindrome metabdlica, dislipidemias, resisténcia a
insulina, doencas cardiovasculares entre outras, estdo diretamente ligadas a
obesidade. A principal causa da obesidade é o desequilibrio entre as calorias
ingeridas e o gasto energético. Isto se deve a ingestdo excessiva de alimentos com
alto teor cal6rico, como gordura e aguUcares, associado ao aumento da inatividade
fisica devido ao sedentarismo (WHO, 2013). Em 2014 a populacdo com sobrepeso
atingiu o numero de 1,9 bilhdo de pessoas no mundo e 95 milhdes de brasileiros
(SBCBM, 2014).

O acumulo de gordura anormal ou excessiva pode ser mensurada por meio do
calculo do indice de massa corporal (IMC), que consiste em dividir o peso do individuo
pela altura ao quadrado. Esse método é baixo custo e de simples obtencéo, tanto em
inquéritos populacionais, como na pratica clinica e no monitoramento em saude
(TOMASI et al., 2014). Uma pessoa com IMC de 25 a 29 é considerada com sobre
peso. Uma pessoa com IMC de 30 a 39 é considerada obesa, e acima de 39 &
considerada com obesidade mérbida (WHO, 2013).

A epidemia da obesidade tem acelerado o interesse em pesquisas na area de
metabolismo e, em especial, no imunometabolismo. Essa € uma area que investiga a
interface da imunologia e do metabolismo, anteriormente separados. Segundo
Carvalheira et al. (2013), a obesidade afeta a funcdo imunologica e promove
inflamag&o no organismo, uma vez que 0 excesso no armazenamento de nutrientes
resulta em disfuncdo metabdlica. Essa disfuncao, por sua vez, ativa a inflamacéao inata
e adaptativa no tecido adiposo. O efeito direto da resposta inflamatoria € promover
resisténcia a insulina e desenvolvimento de doenca metabdlica induzida pela
obesidade (CARVALHEIRA et al., 2013).
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Desordem metabdlica € o conjunto de fatores que, associados, vao levar ao
aumento do risco de problemas cardiovasculares. Esses fatores sdo aumento da
cintura abdominal, da presséo alta, alteracdes do colesterol, dos triglicerideos e da
glicemia (WISSE, 2004). A obesidade associada ao aumento da relacéo
cintura/quadril ou gordura visceral reflete o estado metabdlico anormal de gorduras
em excesso.

O tecido adiposo visceral é o principal local de producdo de citocinas que
contribuem para a progressao da aterosclerose. Elas desempenhas papel importante
na resisténcia a insulina, dislipidemia e na inducdo de estados tromboticos e
inflamatérios (SIDDIQUI et al., 2014).

Além disso, o processo inflamatorio decorrente das desordens metabdlicas
causa modificacBes nas condicdes fisioldgicas, associadas as doencas cronicas nao
transmissiveis. De fato, a interacdo entre 0 metabolismo e o sistema imunolégico
sugere a existéncia de mecanismos patogénicos que podem néo apenas explicar as
complicacBes da obesidade, mas também oferecem informacfes substanciais para
novas intervencdes terapéuticas (CARVALHEIRA et al., 2013; BARBIERI et al., 2001).

Os resultados encontrados por Mozaffarian et al. (2004), em estudo com
humanos, sugeriram que a ingestdo de gorduras “trans” esta relacionada com a
inflamac&o sistémica. Isto ocorre devido a concentracdes elevadas de receptores de
Fator de Necrose Tumoral (TNF) em individuos com maiores IMCs, gerando
processos patolégicos como doencgas coronarianas e diabetes.

Os niveis elevados de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) desempenham
papel importante no desenvolvimento e progressao da aterosclerose. Por outro lado,
niveis aumentados de lipoproteinas de alta densidade (HDL) equilibram o efeito
deletério da LDL na parede vascular. Outras intervengbes para regularizar a
hipercolesterolemia vao desde mudancas no estilo de vida, com a alimentacao
equilibrada a tratamentos farmacoldgicos. Existem estratégias de sucesso para
abordar esta questdo, como o aumento da ingestdo das lipoproteinas HDL para
aumentar a protecado vascular, prevenindo eventualmente doencgas coronarianas
(BADIMON; VILAHUR, 2012).

Aléem das lipoproteinas, o0s parametros hematolégicos também sé&o
amplamente utilizados para diagnésticos de doencas. Quando apresentam valores
fora da normalidade podem auxiliar no diagnostico de doengas como o0 céancer,

doencas autoimunes e doencas cardiovasculares (PINI et al., 2011). Além destas
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doencas, Barbieri et al. (2001) consideraram que a resisténcia insulinica e a gordura
abdominal poderiam estimular a proliferacéo de eritroblastos e consequentemente o
namero de células vermelhas.

Tao et al. (2013) acompanharam o tratamento de 3.180 adultos com sindrome
metabdlica e mostraram que a utilizacdo de marcadores hematologicos se fez
importante e necessario para um diagnostico precoce de risco, pois a sindrome
metabdlica esta relacionada com alteracdes nas contagens de leucécitos em adultos
de 20 a 35 anos de idade.

Um mecanismo importante na patogénese e progressao da obesidade e de
doencas relacionadas a ela € a inflamacdo derivada do estresse oxidativo. Em
condicBes fisiologicas, espécies reativas (ERs) de oxigénio e de nitrogénio séo
produzidas pelo organismo. S&o, porém, efetivamente eliminadas por sistemas
antioxidantes intra e extracelulares. Todavia, quando h& desequilibrio entre a
producdo de ER e as defesas antioxidantes, gera-se um estado pré-oxidante,
denominado de estresse oxidativo (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

Na patogénese da obesidade, o excesso de nutrientes desencadeia, entre
outras respostas celulares, a producdo excessiva de ERs (ROBERTS; SINDHU,
2009). As ERs sao geradas durante a oxidacao de glicose e de acidos graxos livres
pelas mitocondrias, e a partir de processos metabdlicos em outras partes da célula
(HOPPS et al.,, 2010). Além disso, aumento nas concentracdes de citocinas
inflamatorias podem também conduzir ao aumento do estresse oxidativo (BONDIA-
PONS et al., 2012).

O nivel de estresse oxidativo € determinado pelas quantidades de radical &nion
superoxido (O2™), peroxido de hidrogénio (H20:2) e radical hidroxila (OH) nas células.
As enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GSH-Px) e a catalase (CAT) trabalham em defesa das células contra as
ERs de oxigénio. A SOD é a enzima que converte 0 0% em H20z, e esta intimamente
ligada a CAT, pois € essa Ultima que converte o H202 em agua, garantindo o balango
oxidativo e reduzindo os danos causados por essas ERs. A GSH-Px, por sua vez, é
uma enzima antioxidante selénio-dependente, responsavel pela reducdo de
hidroperoxidos orgénicos e H202 em alcodis e agua, respectivamente, a partir da
glutationa reduzida (GSH). A GSH-Px atua de maneira importante na protecao celular
quanto as mudancas oxidativas, sendo este um dos mecanismos de defesa
antioxidante mais importante do sistema (CAMPANELLA et al., 2014).
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Quantidades elevadas de ERs estdo relacionadas ao processo de
envelhecimento, bem como, com varias doencgas, incluindo o cancer, a isquémia e 0s
danos nas fun¢des imunolégicas e endoécrinas. Portanto, quando o estresse oxidativo
surge como consequéncia de uma patologia, o sistema de defesa promove a
regulacao e expressao destas enzimas. Em pacientes que sofreram infarto agudo do
miocardio, por exemplo, ha aumento do quadro de estresse oxidativo, com reducao
da atividade enzimatica antioxidante (MATES et al., 1999).

As desordens metabdlicas também influenciam a fisiologia das funcdes
hepéticas e renais. A enzima alanina aminotranferase (ALT), encontrada comumente
no plasma e outros tecidos, esta geralmente associada ao figado, e a enzima
aspartato aminotranferase (AST) é encontrada nas células do figado, coracéo, rins,
pancreas e musculos. Tanto a ALT quanto a AST séo liberadas na corrente sanguinea
exacerbadamente quando ha algum dano a membrana dos hepatécitos. Deste modo,
0 aumento das transaminases é muito utilizado como um marcador da funcao hepatica
(SCHINDHELM et al., 2006; WARREN; SWANSON, 1999).

O sistema renal exerce papel fundamental no equilibrio dos liquidos e eletrélitos
e na eliminagcdo dos residuos metabdlicos, essenciais a homeostase corporea. A
obesidade estd associada ao aumento do fluxo plasmatico renal e taxa de filtracdo
glomerular, elevando assim a concentracdo de ureia na urina (CHAGNAC et al., 2003).
O controle da ureia pelo hormdnio antidiurético permite ao organismo criar urina mais
concentrada que o plasma sanguineo para prevenir a perda de agua. Dessa forma,
economiza agua para manter a pressdo sanguinea adequada e os ions de sédio no
plasma sanguineo (MARSICANO et al., 2015).

A creatinina € uma substancia proveniente da degradacdo da creatina
fosforilada. A creatina é produzida pelo figado, rins e pancreas e transportada até os
musculos onde é degradada por meio da catalisacdo pela enzima creatina quinase.
Essa reacdo se da por meio da contragcdo muscular, posteriormente a creatinina é
lancada na corrente sanguinea e eliminada na urina. Desta forma, a creatinina é um
importante parametro de avaliacdo da funcdo renal, uma vez que sua excrecéo se da
por filtracdo glomerular (NAVES et al., 2003).

Em estudo com 8 individuos obesos (observados antes e ap0s emagrecimento)
e 9 individuos saudaveis (tidos como controle), no qual o fluxo plasmatico renal e taxa
de filtragdo glomerular de todos foram avaliados com o objetivo de comparar se a

perda de peso poderia alterar ou ndo estes indicadores. Os resultados apontaram
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melhora na filtracdo glomerular ap6s a perda de peso, podendo ainda prevenir o
desenvolvimento de alguma glomerulopatia relacionada a obesidade (CHAGNAC et
al., 2003).

Assim, percebe-se que evitar a obesidade é o mais adequado na prevencéao
das desordens metabdlicas. Entretanto, quando se trata de populacdo ja obesa, o
objetivo passa a ser diminuir a prevaléncia da obesidade, especialmente em
populacao de risco. Trata-se de um desafio primordial, mas de longo prazo, pois
requer abordagens como parte de um plano terapéutico, que requer ainda multiplos
esforcos, com envolvimento de Orgdos governamentais, novas legislacbes para
alimentos industrializados e investimentos no atendimento multiprofissional na saude.
Fazem-se necessarias também mudancas nos habitos e estilo de vida, como insercéo
de alimentos funcionais, com foco na perda de peso e reducdo de riscos
(LANDSBERG et al., 2013).

2.2 Alimentos funcionais

Alimento funcional foi definido por meio da Portaria n°® 398, em 30 de abril de
1999, de responsabilidade do Ministério da Saude, segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (RDC n° 398, 1999), como sendo,

“alimento ou ingrediente com alegacéo de propriedades funcionais e/ou de
salde e que pode, além de fun¢gdes nutricionais basicas, produzir efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a salude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica, porém a eficacia desses alimentos deve
ser assegurada por estudos cientificos”.

Avancos na ciéncia dos alimentos e na nutricdo tém destacado a possibilidade
de modular algumas patologias, como a obesidade, com a ingestdao de alimentos
funcionais (SERRANO; SANCHEZ-GONZALEZ, 2008). Os mecanismos pelos quais
os alimentos funcionais podem atuar no controle e/ou prevencao do sobrepeso e de
doencas relacionadas séo varios:

1) inibicdo de sinais orexigenos que aumentam a sensacao de fome ou
melhora de sinais anorexigenos, inibindo a vontade de ingerir alimentos.
Por exemplo, o amendoim contém inibidores de tripsina que estimulam
0 aumento plasmatico de colecistocinina (CCK), sugerindo que o efeito

sacietdbgeno ocorre por meio do mecanismo de feedback em niveis
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luminal e sanguineo, consequentemente, gerando efeitos fisiol6gicos
induzindo menor ingestéao alimentar (SERQUIZ, 2012);

2) inibicAdo de enzimas associadas a digestdo e absorcdo de gorduras,
diminuindo a biodisponibilidade do colesterol, por exemplo, a aveia e a
macéa (FIGUEIREDO et al., 2009);

3) estimulagdo do gasto energético, uma vez que muitos alimentos sao
termogénicos, exemplo a linhaca, o cha verde e a pimenta (CARDOSO
et al., 2010); e

4) modificagdo da composicdo da microbiota intestinal, a qual altera a
absorcao de substancias como o colesterol (KUMAR et al., 2012). Por
exemplo, os alimentos probidticos como o leite fermentado (ROCHA,
2012).

Os alimentos funcionais capazes de prevenir ou reduzir o risco de obesidade e
doencas relacionadas poderiam ser selecionados com base nos seus principais
componentes, desde que possam estar relacionados aos mecanismos acima citados
(SERRANO; SANCHEZ-GONZALEZ, 2008; YUN, 2010).

Os alimentos funcionais sao fontes de importantes substancias bioativas, as
quais podem agir em processos bhiolégicos, impactando nas funcdes e condi¢des do
organismo. Dentre estas substancias podem-se citar as vitaminas, proteinas,
peptideos e compostos fendlicos entre muitas outras (MOLLER et al., 2008).

Os acidos fendlicos, os flavonodides, as cumarinas e os taninos também séo
compostos de grande importancia encontrados nos alimentos funcionais (ANGELO;
JORGE, 2007). Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario
das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, e tém grande
capacidade antioxidante (ANDREO; JORGE, 2011).

De acordo com Anjo (2004), os flavondides protegem contra a oxidacao do
colesterol LDL a medida que reduzem as espécies ERs de oxigénio, quelam os ions
metalicos e regeneram o alfa-tocoferol. Atuam também diminuindo significativamente
a producédo de ERs no processo inflamatorio, nos tumores e na inibicdo da agregacao
plaquetéria, reduzindo as cardiopatias e as tromboses. As antocianinas, flavonoides
solaveis em 4gua, sdo consideradas antioxidantes in vitro e in vivo e antimutagénicas
in vivo. A acdo antioxidante também € observada nas catequinas, nos flavondides e

nos acidos fendlicos presentes no vinho (JACQUES et al., 2009).
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Segundo as diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2013), o
sobrepeso e a obesidade podem ser reduzidos por meio da simples escolha saudavel
de alimentos, aumentando-se o consumo de frutas, verduras, leguminosas e graos
integrais. Assim, muitos alimentos com possiveis propriedades para diminuir niveis de
colesterol, glicemia e peso corporal ja foram estudados, com sucesso cientificamente
comprovado, como por exemplo, a aveia (MAKI et al., 2010; CHANG et al., 2013).

Zani et al. (2015) avaliaram dois grupos de 66 mulheres idosas com sindrome
metabdlica, apresentando hipertensédo arterial, dislipidemia e obesidade abdominal.
Os grupos participavam de palestras educativas a cada 15 dias, um grupo recebia 30
gramas de aveia ao dia. Avaliacbes fisicas e bioquimicas foram realizadas
mensalmente por 90 dias. As idosas que recebiam suplementacdo alimentar com
aveia, apresentaram reducao significativa na circunferéncia abdominal e no colesterol
total. Os dois grupos apresentaram reducédo de LDL. Os resultados encontrados
sugeriram que as intervengfes educativa e dietética (com aveia), associadas ao
tratamento medicamentoso convencional poderiam ser eficazes no controle do perfil
lipidico e para reducao da circunferéncia abdominal.

Outro alimento que atua no metabolismo lipidico e de carboidratos é a canela
(IMPARL-RADOSEVICH et al., 1998; KHAN et al., 2003). Individuos com diabetes tipo
2 foram expostos a diferentes concentracdes de canela (1, 3 e 6 g/dia) na forma de
capsulas por vinte dias. Ao término deste periodo, 0os pacientes tiveram seus niveis
de glicose, triglicerideos e colesterol reduzidos em todas as doses, quando
comparados aos individuos diabéticos que consumiram placebo (KHAN et al., 2003).

A jabuticaba também possui propriedades que podem auxiliar nas doencas
relacionadas a obesidade. A casca liofilizada e moida da jabuticaba foi administrada
por dez semanas, nas doses de 1, 2 e 4% ao dia, para ratos recebendo uma dieta
com alta concentracao de lipideo, comparado a ratos recebendo dieta normal. Apesar
dos resultados de massa corporea ndo terem sofrido alteracdo com o consumo de
jabuticaba, os niveis de insulina foram reduzidos e o niveis de colesterol HDL
aumentaram (LENQUISTE et al., 2012).

Outros componentes importantes dos alimentos funcionais séo as fibras,
polissacarideos, lignina, oligossacarideos e substancias associadas, resistentes a
digestdo e absor¢do no intestino delgado humano, com fermentagcdo completa ou
parcial no intestino grosso (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2002). De acordo

com Anjo (2004), dentre os efeitos da ingestao de oligossacarideos e polissacarideos
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estdo a reducao do nivel de colesterol sanguineo e a reducao da obesidade, visto que
promovem répida eliminacdo do bolo fecal, com reducdo do tempo de contato do
epitélio intestinal com substancias mutagénicas ou carcinogénicas, e formacao de
substéancias protetoras pela fermentacdo bacteriana dos compostos da alimentacéo.

No estudo de Moraes e Colla (2006), os autores relataram que dentre as fibras
soluveis estdo as pectinas e hemiceluloses, e estas tendem a formar géis em contato
com agua, aumentando a viscosidade dos alimentos parcialmente digeridos no
estdbmago. As fibras sollveis diminuem a absorcao de acidos biliares e tém atividades
hipocolesterolémicas. Quanto ao metabolismo lipidico, as fibras parecem diminuir os
niveis de triglicerideos, colesterol e reduzir a insulinemia.

As fibras alimentares apresentam grande variedade de propriedades fisico-
guimicas e efeitos fisioldgicos. A funcdo da fibra na salde vai além do tratamento de
constipagdo intestinal; inclui também beneficios sobre fatores de risco para doenca
cardiovascular, controle de peso, funcao imunoldgica e integridade do célon. Contudo,
nem todas as fibras sdo iguais em termos de extensdo de beneficios para a saude.
Caracteristicas como solubilidade, capacidade de fermentacdo, e viscosidade sao
determinantes no efeito que a fibra terd no metabolismo. Devido a variabilidade de
efeitos de fibras no corpo, é importante o consumo de varias fontes de alimentos
(SLAVIN, 2013).

A ingestdao de fibras em todo o mundo ainda € menos da metade do
recomendado para a promocao da saude e prevencao de doencas (PADOVANI et al.,
2006). Segundo a Dietary Reference Intakes (DRIs) seu consumo esta estimado de
25 a 38 g/dia para um adulto (PADOVANI et al., 2006).

2.3 Cogumelos como alimento funcional

Os cogumelos séao fungos utilizados na alimentacdo desde a antiguidade,
apreciados por seu valor nutricional e medicinal (LEMOS, 2009; PAULI, 2010). Os
cogumelos sado alimentos saudaveis, com baixo valor calérico, baixa concentracéo de
gorduras, ricos em proteinas, e possuem todos 0s aminoacidos essenciais. Além de
serem fonte de vitaminas, minerais e fibras alimentares (MANZI et al., 1999), ademais
também possuem varios compostos biologicamente ativos, funcionais, como
polissacarideos, glicoproteinas e antioxidantes. Por isso, também s&o utilizados como
fonte medicinal (NOVAES; FORTES, 2005).
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Os polissacarideos dos cogumelos tém se tornado bem conhecidos e
amplamente utilizados em muitos paises como parte da dieta e medicina tradicional
chinesa, e nas ultimas décadas tém sido intensificados as pesquisas para a inclusédo
e a utilizacdo das suas propriedades medicinais em produtos farmacéuticos. Na
verdade, algumas dessas substéancias, principalmente b-glucanas (Figura 1) ou
polissacarideos foram incluidas no mercado, em alguns paises, como fitoterapico
antitumoral e imunoestimulante (ISRAILIDES et al., 2008).

Figura 1- Estrutura de B-glucana e suas ligacdes.
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Fonte: Zekovic et al. (2005)

De acordo com Angelo; Jorge (2007), o mecanismo de a¢cao dos antioxidantes
presentes em cogumelos comestiveis tem papel importante na reducdo da oxidagéo
lipidica. Quando incorporados na alimentacdo, os antioxidantes ndo conservam
somente a qualidade do alimento, mas também reduzem o risco de desenvolvimento
de patologias relacionadas a obesidade.

Os principais mecanismos envolvidos nos efeitos hipocolesterolémicos dos
cogumelos comestiveis séo i) acidos graxos dos cogumelos contribuem para reduzir
o colesterol sérico; ii) a fibra alimentar pode afetar as concentracdes de lipideos pela
formacao de geéis viscosos a partir de fibra soltvel, contribuindo na ndo absorcao do
colesterol e triglicerol; iii) aumento na excre¢éo fecal de acidos biliares e acidos graxos
de cadeia curta, o que inibe a incorporacédo do acetato (substrato para a sintese de

esterdis e acidos graxos) aos lipidios séricos; iiii) presenca de substancias como
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lentinacina, B-glucanas, que tém mostrado efeito hipocolesterolémico (GUILLAMON
et al., 2010).

O fato de muitas destas substancias serem produzidas por cogumelos
comestiveis os torna bons candidatos para a formulacdo de novos alimentos
funcionais e nutracéuticos. Na dose correta, pode-se fazer uso dos cogumelos para
acao imunomoduladora (ISRAILIDES et al., 2008), anticancer (ROP et al., 2009),
antiviral (RINCAO et al., 2012), hipocolesterolémico (ALAM et al., 2011; ZHU et al.,
2013), hipoglicémico (MIRCEA et al.,, 2013; FORTES et al.,, 2008) e outras
propriedades promotoras de saude (GIAVASIS, 2014).

2.3.1 Lentinula edodes

O Lentinula edodes (L. edodes) chegou ao Brasil ha algumas décadas com os
imigrantes japoneses. O mercado € promissor e cresce a nivel nacional, porém é muito
influenciado por questdes culturais de alimentacdo. Por outro lado, apresenta
incremento comercial devido ao seu uso medicinal (BETT; PERONDI, 2011). O L.
edodes, popularmente conhecido como Shiitake, € o segundo cogumelo comestivel
mais cultivado no mundo, correspondendo a 25% da produc¢ao mundial, e assim, como
todo cogumelo comestivel, € um alimento completo do ponto de vista nutricional por
possuir baixo teor lipidico, alto teor protéico e fonte de vitaminas e minerais (PAULI,
2010).

A utilizacdo do L. edodes contribui para o enriquecimento nutricional e tem
aumentado o interesse em alimentos que desempenham mais que a funcdo
puramente nutritiva, ou seja, apresentem também atividades funcionais. Estudo com
ratos alimentados por 42 dias com dieta hipercolesterolémica mostrou que a adigdo
de 5% de L. edodes a dieta foi capaz de reduzir o colesterol total, o colesterol LDL e
os triglicerideos (YOON et al., 2011). A concentracdo de L. edodes utilizada por Yoon
et al., entretanto, € uma concentracao elevada, correspondendo a algo em torno 30
kg/habitante/ano, e nao reflete um consumo real. Se considerar os chineses,
populacdo que mais consumia cogumelos no mundo em 2008, aproximadamente 10
kg de cogumelos/pessoa/ano (ZHANG et al., 2014).

As propriedades do extrato de L. edodes apresentados no trabalho de Israilides
et al. (2008) sugeriram acdo citotoxica com efeito antitumoral em células
cancerigenas, agindo também como imunomodulador, estimulando diretamente a

proliferacéo de timécitos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713002737
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Apesar da crescente demanda na ingestdo de cogumelos no ocidente, o L.
edodes é ainda um alimento que ndo € habito alimentar do brasileiro. Assim, diante
da problematica da obesidade e do cogumelo L. edodes como alimento funcional, fica
evidente a necessidade de estudos que nao apenas fornecam subsidios para a
insercao dos cogumelos na dieta dos brasileiros, mas estudos que determinem qual a

quantidade ideal de consumo humano para obtencao de resultado benéfico a saude.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos terapéuticos nutricionais da ingestdo de quantidades ideais
ao real consumo humano de cogumelos L. edodes em ratos alimentados com dieta

hiperlipidica.

3.2 Especificos

e Determinar a composicao centesimal do L. edodes.

e Determinar os efeitos da ingestdo do cogumelo L. edodes sobre os
parametros hematolédgicos - contagem total de leucécitos e eritrocitos, hemoglobina,
hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média,
concentracdo de hemoglobina globular média e plaguetas em ratos alimentados com
racao hiperlipidica.

e Determinar os efeitos da ingestdo do cogumelo L. edodes sobre os
parametros bioquimicos — glicose, triglicerideos, colesterol (total e fracdes),
frutosamina, y-glutamil transferase, transaminases, creatinina e ureia em ratos
alimentados com racao hiperlipidica.

e Determinar os efeitos da ingestdo do cogumelo L. edodes sobre os
parametros do estresse oxidativo - glutationa reduzida, glutationa peroxidase, catalase
e substancias reativas ao acido tiobarbitirico em ratos alimentados com racéo

hiperlipidica.



Material e métodos 25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solucdes

Eter etilico, acido sulfarico, sulfato de cobre e potassio, acido bérico, acido
cloridrico (HCI), &cido acético, acido nitrico, acido tricloroacético (TCA), alcool etilico,
hidréxido de potéssio (KOH), tampé&o acetato de sodio (TAS), Triton X-100, tampao
fosfato de potassio (TFK), 5-5-ditio-bis-2-acido nitrobenzoico (DTNB), &acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase
(GR), fosfato dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH), azida sédica, peroxido
de hidrogénio (H202), exo-B-1,3-glucanase, B-glicosidase, glucose-
oxidase/peroxidase, amiloglicosidase e invertase, hidroxido de sdédio (NaOH),
malondialdeido (MDA), acido tiobarbiturico (TBA), acido fosférico (HzPOa), dodecil
sulfato de sodio (SDS).

4.2 Tratamento dos animais

Esta pesquisa foi apresentado a Comisséo de ética no uso de animais (CEUA)
para analise, segundo a Lei N° 11.794 de 8 de outubro de 2008 e foi aprovado com o
Protocolo n® 008/2012 no Anexo A.

A dose utilizada de L. edodes (100 mg/kg) foi baseada em estudos prévios do
grupo de pesquisa (GROTTO et al., 2015), que utilizaram doses de 100, 400 e 800
mg/kg para determinar o grau de toxicidade associado a dieta hiperlipidica, composta
por 60% de lipideos, e dieta controle com 10% de lipideos. Para manter a mesma
porcentagem de proteina nos grupos, foi necessario ajustes das porcentagens de
amido de milho e caseina conforme Fraulob et al., 2010. As racfes foram adquiridas
comercialmente da empresa Rhoster, especializada no desenvolvimento de produtos
para pesquisa, e 0s constituintes de cada uma delas estdo apresentados na Tabela
1.
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Tabela 1 - Composicdo e conteldo energético da dieta controle e da dieta com alto teor de
lipideo.

Componentes (g/kg) Dieta Controle Dieta Hiperlipidica

Caseina 140 190

Amido de milho 620,7 250,7
Sacarose 100 100
Oleo de soja 40 40
Banha de porco - 320
Fibras 50 50
Vitaminas totais 10 10
Sais minerais 35 35
L-Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Carboidratos (%) 76 26
Proteinas (%) 14 14
Lipideos (%) 10 60

Fonte: FRAULOB et al., (2010).

Foram utilizados 18 ratos machos Wistar, com 45 * 3 dias, peso médio de 153
(g) divididos em 3 grupos (n = 6 animais por grupo).

GRUPO 1: controle, recebendo racdo habitual;

GRUPO 2: racao hiperlipidica;

GRUPO 3: racéo hiperlipidica e L. edodes 100 mg/kg, via gavagem.

Os animais foram mantidos no biotério de experimentacdo animal do
Laboratdrio de Pesquisa Toxicoldgica (Lapetox-Uniso) e alocados individualmente em
gaiolas metabdlicas por 7 dias para adaptacdo mais 30 dias para controle do consumo
de 4gua e racdo e coleta de urina. A sala onde os animais estavam alocados tinha
temperatura controlada (21 + 2°C), ciclo de 12 horas claro/escuro, e sistema de trocas
de ar. Os animais receberam &gua filtrada e as respectivas ra¢es ad libitum por 30
dias.

A gavagem era dada sempre no mesmo horario (entre 13h00min e 14h00min).
Aos animais do grupo 1 e 2, uma dose de agua (2 mL) era administrada via gavagem
para manter semelhante o nivel de estresse nos ratos.

Para todos os amimais, a ingestdo de racdo e de agua foi aferida diariamente
e individualmente, por meio da diferenca entre a ragéo ofertada e as sobras. A urina
foi também coletada para analises de glicose e microalbumindria. Os ratos foram
pesados e medidos (medida naso-anal) semanalmente. A raiz cubica da massa

corporea foi dividida pelo comprimento naso-anal e multiplicado por 10 para o célculo
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de indice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968), preditor da obesidade para
roedores, pois equivale ao IMC obtido para humanos (ARAUJO et al., 2009).

Ao final do experimento, os ratos foram eutanasiados com sobredose de uma
mistura do anestésico cetamina (100mg/kg) e do relaxante muscular xilasina (6mg/kg).
O sangue (cerca de 5 mL) foi coletado por puncédo venosa hepética da veia porta e
dividido em tubos com anticoagulante EDTA e tubos sem anticoagulante, para
separacdo de plasma e soro, respectivamente. Parte do sangue com EDTA foi
aliquotado para posteriores analises e parte foi centrifugado. Todas as amostras foram

armazenados em biofreezer a - 80°C para posterior analise.

4.3 Processamento do L. edodes

Os cogumelos L. edodes foram fornecidos pela Empresa Yuri Cogumelos
localizada em Sorocaba (Sao Paulo - Brasil). Considerando que o L. edodes possui
alto teor de proteinas e fibras, estes compostos seriam perdidos com a producéo de
um extrato. Assim, optou-se pela confec¢cédo de uma farinha do cogumelo, assim como
ocorre com outros alimentos funcionais (chia, aveia, linhacga). Para tanto, as amostras
de cogumelo in natura foram picadas, desidratadas em estufa com circulacdo e
renovacdo de ar quente (38 + 2°C). O material seco foi submetido a moagem em
moinho de facas e martelos e tamizado até obtencdo de po6 fino e homogéneo. Este

p6 foi diluido em agua filtrada e administrado por gavagem aos animais.

4.4 Composicédo Nutricional do L. edodes

Foi determinada a composi¢cado centesimal do L. edodes com a somatéria de
porcentagens de umidade, cinzas, lipideos, proteinas e por diferenca de 100%, os
teores de carboidratos.

Para verificagdo da umidade, cinco amostras de 4g foram pesadas em cadinho
de porcelana previamente tarados, e foram secas a 105°C até peso constante. Para
determinar as cinzas, 3g da amostra foram carbonizadas em bico de Bunsen, em
seguida as amostras foram incineradas em Mufla (Quimis Enila) a 550°C por
aproximadamente seis horas, até que restasse somente p6 branco.

O meétodo utilizado para determinagdo quantitativa de lipideos seguiu-se
utilizando solvente éter etilico e o equipamento extrator de Soxhlet (Tecnal modelo
TE-044). Os reboilers do Soxhlet foram colocados em estufa a 105°C por uma hora

para secagem, apos resfriados em dessecador, foram pesados e anotados 0s pesos.
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Em triplicata 3g da amostra foram pesadas no cartucho com protecéo de algodao, ja
tarados. O mesmo foi inserido dentro da cesta de metal e conectado ao tubo de
ebulicdo. Aos reboilers preparados conforme descrito acima, foram adicionados 100
ml do reagente éter etilico, ou até que encobrisse as amostras, que ficou em
movimento no extrator de lipidios a 80°C por seis horas (ARAUJO et al., 2013). Os
frascos de Soxhlet contendo os lipidios ficaram na capela com fluxo de ar por um dia,
em seguida foram levados para a estufa a 105°C por uma hora, para total evaporacéo
da umidade presente nos lipidios. Na sequéncia foram resfriados em dessecador por
uma hora e pesados para obtencédo do teor de lipidios (ARAUJO et al., 2013).

As proteinas foram quantificadas utilizando o método micro Kjeldahl Te-036/1
segundo Zhou et al. (2015) com algumas alteracdes, que consiste em trés fases:
digestao, destilacdo e a titulacdo. A digestdo baseia-se no aquecimento e oxidacéo
de aproximadamente 70 mg da amostra (matéria organica) a 390°C com acido
sulfarico, sulfato de cobre e potassio, por aproximadamente seis horas, ou até que o
carbono e hidrogénio sejam totalmente oxidados. No destilador o nitrogénio da
proteina, por reacao do hidréxido de sodio, foi reduzido e transformado em sulfato de
amonia. Em contato com acido boérico e vermelho de metila, o sulfato de aménia forma
borato de aménia, titulado com acido cloridrico. O teor de proteina total foi calculado
multiplicando-se a medida utilizada da solucao de &acido cloridrico, pela normalidade
e fator de correcdo do acido cloridrico, multiplicando pelo fator de conversdo do
nitrogénio em proteina (6,25) e dividido pelo peso da amostra utilizada.

A composicdo centesimal do L. edodes foi determinada somando-se a
umidade, cinzas, lipidios, proteinas, e carboidratos por diferenca de 100% (PINELA et
al., 2012).

A quantificacdo de fibras foi feita utilizando a metodologia de Mccleary et al.
2010. A amostra foi desengordurada seguindo o mesmo meétodo para quantificar
lipideos. Ap0s a amostra seca, passou por digestdo em baldo de 500 ml e
equipamento de refluxo com acido acético glacial, acido nitrico, acido tricloroacético e
areia diatomacea em aquecimento por 40 minutos. A amostra foi filtrada a vacuo,
lavada com agua fervente até a neutralizacdo do pH, para em seguida, ser lavada com
alcool e éter. Posteriormente, a amostra foi seca e pesada, em seguida foi incinerada
a 550°C até sobrar cinzas. A diferencga entre o peso inicial da amostra e o peso das
cinzas séo as fibras totais (ORSI, 2011).
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A determinacdo de glucanas totais foi realizada, com auxilio de kit comercial
Yeast & Mushroom - Megazyme®. Para isso 100 mg de amostra de L. edodes e 1,5
ml de HCI 37% foram incubados por 45 min. a 30°C. Em seguida, O volume foi
ajustado para 10 ml, com agua deionizada e incubado por mais 2 horas. Apos, 10 mi
de KOH 2M foram adicionados e o contetdo foi avolumado para 100 ml com TAS 200
mM pH 5,0 e centrifugado a 1500 rpm por 10 min. O sobrenadante (0,1 ml) foi
misturado a 0,1 ml da solucéo exo-p-1,3-glucanase e B-glicosidase e incubado a 40°C
por 60 min. Apds, 1,5 ml de glucose-oxidase/peroxidase foram adicionados e incubado
por mais 20 min. a 40°C. A absorbancia foi lida a 510 nm.

Para as a-glucanas, adicionou-se 2 ml de KOH 2M a 100 mg da amostra. Apés
20 minutos de agitacao, adicionou-se 0,2 ml de amiloglicosidase e invertase, incubado
a 40°C por 30 min. Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 10 min. A um
volume de 0,1 ml do sobrenadante foi adicionado 0,1 ml de TAS e 3,0 ml de reagente
enzimatico e incubado por 20 min. a 40°C. A absorbancia foi medida a 510 nm em
espectrofotdmetro. Para a quantificacdo de (-glucana, foi feito uma subtragao de a-

glucana da glucana total.

4.5 Parametros hematol6gicos

Para as andlises hematoldgicas, foi utilizado o equipamento automatizado
Sysmex Xs 1000i-Roche®. Os parametros analisados foram: Contagem total de
Leucdcitos (WBC), Contagem Total de Eritrocitos (RBC), Hemoglobina (Hb),
Hematocrito (HTC), Volume Corpuscular Médio (MCV), Hemoglobina Corpuscular
Média (MCH), Concentracédo de Hemoglobina Globular Média (MCHC) e numero de
plaquetas (PLQ).

4.6 Parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram feitas no soro dos ratos expostos e controle,
utilizando kits comerciais. Os parametros analisados em soro foram glicose,
triglicerideos, colesterol (total e fragcdes), frutosamina, enzimas hepaticas que fazem
parte das provas de funcdo hepatica - aspartato Aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e y-glutamil transferase (y-GT) - além de ureia e creatinina,
que fazem parte da funcao renal. Os testes bioquimicos seguem as especificacdes
do fabricante, conforme metodologias abaixo.
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Para o teste de glicemia, a glicose foi oxidada pela glicose oxidase, produzindo
acido glucodnico e H202, sendo este Ultimo associado oxidativamente ao 4-amino-
antipireno e ao fenol na presenca de peroxidase, produzindo a quinoeimina, de
coloracdo vermelha, medida a absorbancia em 505 nm em espectrofotbmetro
(Lambda 35, PerkinElmer).

Os triglicerideos do soro foram hidrolisados a glicerol e acido graxos livres, pela
lipoproteina lipase. Na presenca de adenosina trifosfato (ATP) e glicerol quinase. O
glicerol foi fosforilado a glicerol-3-fosfato, o qual foi oxidado a acetona dihidrogénio
fosfato e H202 pela enzima glicerol fosfato oxidase. O H202, 4-aminoantipirina e p-
clorofenol sofreu 0 mesmo processo de reacgéo reportado acima, pela peroxidase, em
banho-maria 37°C por 10 minutos até formacao de coloracéo vermelha. A absorbancia
foi lida em 500 nm. Foi utilizado o kit comercial Triglicérides Monoreagente K117,
Bioclin®.

Para o procedimento de ésteres de colesterol utilizou-se 10 yL de amostra e
1,0 mL do reagente enzimatico em temperatura de 37°C por 10 minutos, que por meio
da enzima lipoproteina lipase se transformou em colesterol livre. A reacdo
subsequente envolveu a oxidacao de colesterol livre em colesterol-3-ona e H20:2, pela
enzima colesterol oxidase. E com a acdo da peroxidase no fenol com 4-
aminoantipirina formou um cromogeno cereja, sendo a coloracdo proporcional a
concentracéo de colesterol. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 500 nm e
para a analise foi utilizado o kit comercial colesterol monoreagente K083, Bioclin®.

Para a determinacdo da Lipoproteina de alta densidade (HDL), o soro foi
tratado com &cido fosfotungstato e cloreto de magnésio, assim a Lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) foram
precipitadas, e apos a centrifugacdo por 2 minutos a 10.000 rpm, a fragcdo HDL
permaneceu dissolvida no sobrenadante e a andlise prosseguiu conforme a analise
de colesterol. A cor é proporcional a concentracdo de colesterol na amostra. Foi
utilizado na analise o kit Colesterol enzimatico InVitro®. O LDL foi calculado subtraindo
a concentragcdo do colesterol HDL do colesterol total. J& o VLDL foi calculado pela
formula de Friedewald, dividindo a concentracdo de triglicérides por cinco
(FRIEDEWALD et al., 1972).

As frutosaminas agem no sangue como "memoria glicémica”, ou seja, a
concentracdo de frutosamina representa o indice da variagdo na concentracdo da

glicose sanguinea durante as duas ou trés semanas prévias a coleta de sangue. O
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método baseia-se na propriedade do grupo cetoamino das proteinas glicosiladas de
reduzir o sal de tetrazdlio a formazan, que foi medido colorimetricamente a 530 nm. A
velocidade de formacéo do formazan é diretamente proporcional a concentracéo de
frutosamina na amostra. Foi utilizado para a determinacdo de frutosamina o kit
comercial Fructosamina AA da Wiener lab.®. Para a realizacdo dos procedimentos e
dosagens foram seguidas as recomendacdes do fabricante. As absorbancias foram
lidas nos tempos de reacdo de 10 e 15 minutos, em espectrofotdmetro, em
comprimento de onda a 530 nm.

Para a andlise das transaminases AST e ALT, ureia e creatinina foi utilizado o
equipamento automatizado COBAS C111 Roche®. Para ambas, o consumo de NADH
foi avaliado por absorbancia em espectrofotometria a 340 nm.

A enzima y-GT, a L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, é catalisada a L-y--
glutamilglicilglicina e 5-amino-2-nitrobenzoato. A velocidade de formacdo do
composto 5-amino-2-nitrobenzoato é diretamente proporcional a atividade da y-GT na
amostra, que é lida a 405 nm.

Foram analisadas glicose e microalbumindria nas amostras de urina.
Concentracdes elevadas de glicose, a capacidade de reabsorcdo tubular é
ultrapassada, surgindo a glicosuria. A dosagem de glicosuria foi realizada por kit
comercial como descrito anteriormente na dosagem de glicose sérica.

A dosagem de microalbumindria é importante para verificar inicio de nefropatia
diabética, que é acompanhada por danos irreversiveis do rim e proteinUria persistente.
Quando a diabetes progride para a doenca renal, ha excrecdo de pequenas
guantidades de albumina (microalbuminuria) na urina. Portanto, deteccao de albumina
na urina € uma ferramenta importante para o reconhecimento de danos renais
(glomerular) quando esses sdo minimos e reversiveis (BANDELA et al., 2013).

Para sua dosagem foi utilizado kit comercial, seguindo método turbidimétrico
quantitativo (Microalbumin, InVitro®). A pipetagem e a leitura espectrofotométricas
foram divididas em duas etapas, primeiro 900 pL de reagente tampéo e 60 pL de
amostra a 37 °C, apés 5 minutos foi inserido e homogeinezado mais 150 pL de
reagente antisoro, a albumina da amostra reagiu com o anti-alboumina presente no
reagente e a aglutinacdo provocou aumento da absorbancia, lida em
espectrofotometro a 340 nm, proporcional & concentragcdo de albumina da amostra.

4.7 Parametros do estresse oxidativo
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Foram analisadas glutationa reduzida (GSH), enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT) e o biomarcador de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), conforme segue abaixo.

A determinacdo da GSH foi por quantificacédo dos tidis totais, e foi realizado por
espectrometria UV-VIS, baseado no método de Ellman (1959). Para isso, 150 uL do
sangue, mantido em banho de gelo, foi submetido ao vortex com 100 pl de Triton X-
100 a 10% e 100 pL de TCA a 30% por 20 segundos, para homogeneizacdo. Em
seguida as amostras foram centrifugadas por 10 min a 4000 rpm, em temperatura de
4°C, para separar 0s sobrenadantes. Em 900uL de TFK, 50 puL da amostra
(sobrenadante limpido), 50 pL de DTNB 10 mM foram adicionados, formando um
complexo amarelo. A leitura foi feita em seguida, em comprimento de onda de 412
nm. Os resultados foram expressos em mM de glutationa. Foi feita curva de calibracao
com concentracdes de 0,005; 0,01; 0,025; 0,05 e 0,1 mM.

A atividade da enzima antioxidante GSH-Px foi determinada em sangue total,
baseada na oxidacdo do NADPH. O sangue foi diluido 40 vezes em tampéao fosfato
de potassio com EDTA, pH 7,0. Apés, 20 yL da amostra diluida foi acrescentada em
880 pL de uma solugdo contendo: glutationa reduzida, glutationa redutase, NADPH,
azida sodica e 100 pL de H202. A atividade da GSH-Px foi monitorada em
espectrofotdmetro por dois minutos, a 340 nm, de acordo com a metodologia de Paglia
e Valentine (PAGLIA; VALENTINE, 1967). Pela medida do decaimento da
absorbancia do NADPH foi possivel determinar a atividade da GSH-Px, uma vez que
ela é proporcional ao consumo de NADPH. Os dados foram expressos em nmol
NADPH/min/mL de Hb.

A atividade da enzima CAT foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS,
utilizando método de Aebi (1984). O método fundamentou-se na decomposicao do
H20: pela catalase ao longo do tempo, monitorada a 240 nm. Para tanto, o sangue foi
diluido 60 vezes em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7. Uma aliquota de 20 uL
foi misturada a 1910 pL do mesmo tampéo e 70 pL de H202 foram adicionados, dando
inicio a reacdo. As mudancas na absorbancia foram monitoradas por cinco minutos.
Os resultados foram expressos em k/gHb/min.

A concentracdo de TBARS foi utilizado como biomarcador da peroxidagéo
lipidica, por ser considerado o método mais comumente utilizado de acordo com
estudo de Ohkawa et al. (1979). Aliquotas de plasma foram acondicionadas em

microtubos e a elas adicionou-se 50 pL de NaOH 3N e 50 pL de agua ultrapura Milli-
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Q (Direct 8, Millipore®) e colocadas em banho (Water Bath 1102, Fanem®) a 60 °C
por trinta minutos com agitacéo, para hidrélise. Foram acrescentadas as amostras 250
puL de H3PO, 6%, 250 pL de TBA 0,8% e 100 pL de SDS 10%, e levado ao banho 95
°C por uma hora. O MDA reage com o TBA em meio acido e, apoés fervura, apresenta
uma coloracéo rosa, lida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 532 nm.
Para o célculo da concentracdo em plasma foi utilizado uma curva de calibragdo com
concentracdes pré-definidas de MDA (0,28; 0,56; 1,7; 3,4; 6,6 uM).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média *+ desvio padrao. Foi utilizada a analise
de variancia de fator Unico, seguida do teste estatisticos de Ducan, em que valores de
p<0.05 foram considerados significantes. Os resultados foram analisados com o

auxilio dos programas Statistica® 8.0 e GraphPad Prism® 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pesos e medidas

Semanalmente foram realizadas pesagem e medicdo naso-anal nos trés
grupos de ratos em tratamento. Além disso, baseado na massa corplrea e
comprimento, calculou-se o indice de Lee, preditor de obesidade em ratos. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Medidas de massa corporea (g), comprimento naso-anal (cm) e indice de Lee dos ratos
ao longo dos respectivos tratamentos. Os dados estdo expressos como meédia + desvio padréo.

Controle Dieta hiperlipidica (DH) DH + L. edodes
Semana l
Massa corpérea (g) 202 £ 28 233+14 228 £ 23
Medida (cm) 18,8 + 0,8 18,8+ 0,8 195+1,0
indice de Lee 3,11 +£ 0,09 3,17+0,13 3,13+0,11
Semana 2
Massa corpérea (g) 251 + 26 270 £ 15 270+ 6
Medida (cm) 19,5+ 0,5 19,7+ 0,5 198+1,0
indice de Lee 3,23+14 3,29+15 3,26 £ 0,16
Semana 3
Massa corpérea (g) 290+ 31 306 £18 3118
Medida (cm) 20,5+0,5 20,2+0,4 20,5+0,5
indice de Lee 3,23+0,12 3,34 +£0,10 3,28 £ 0,10
Semana 4
Massa corpérea (g) 314 + 33 346 + 21 350+9
Medida (cm) 20,8+0,4 21,0+0,6 21,2+0,4
indice de Lee 3,26 £ 0,09 3,35+14 3,33+ 0,06
Semana 5
Massa corpérea (g) 341+ 40 372+ 24 378+ 11
Medida (cm) 2100 21,3+05 215+05
indice de Lee 3,32+0,13 3,4 +0,09 3,36 £ 0,7

Fonte: elaboracao prépria.

A dieta hiperlipidica administrada aos grupos 2 e 3 induziu um pequeno

aumento na massa corporea destes animais em relacao ao grupo controle. Resultado

semelhante ocorreu em relacdo as medidas de crescimento. Entretanto, essa
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desigualdade, em numeros absolutos, ndo apresenta diferenca estatistica. Assim, o
estudo nao foi baseado em sobrepeso, mas em desordens metabdlicas.

Handayani et al. (2011) em estudo com ratos também alimentados com dieta
hiperlipidica (50%) avaliaram os efeitos da ingestéo de L. edodes em p6, porém em
doses muito maiores (7g/kg, 20g/kg e 60g/kg/dia, por 6 semanas), que aquelas
utilizadas nesse estudo. Os autores idenficaram que o grupo de ratos que recebeu
maior concentracdo de L. edodes (60g/kg) mostrou agao positiva no controle de peso,
evitando o aumento de gordura abdominal, porém apresentou concentracdo de
gordura hepética extremamente elevada, mesmo considerando que o0 grupo ingeriu a
maior dose de L. edodes. Nesse estudo, ndo houve influéncia do L. edodes na massa
corpOrea dos animais muito provavelmente pela baixa concentracdo administrada,
lembrando, entretanto, que apesar de baixa essa € a dose condizente ao consumo
humano.

Monteiro et al. (2014) avaliaram o efeito do extrato de L. edodes, em 40 ratos
com obesidade induzida, por 4 semanas. Por mais trinta dias 0os grupos de animais
receberam 5% e 10% do cogumelo. Os tratamentos com o0s extratos induziram
reducao significativa na massa corporal comparado ao controle. Yoon et al. (2011)
administraram dieta contendo 5% L. edodes por 42 dias em ratos com
hipercolesterolemia induzida. Além de reverter o quadro de colesterolemia e
trigliceridemia, o L. edodes também reduziu significativamente a massa corporal dos
animais.

O consumo de agua e de racao foi aferido diariamente, porém, para melhor
entendimento, os dados foram agrupados por semana. Os resultados encontram-se
na Figura 1A e 1B, representando, respectivamente, o consumo médio de agua e o
consumo médio de alimento. Apesar de o grupo controle ter aparentemente maior
consumo tanto de agua bem como de racéo, estas diferencas nao foram significativas.
Assim, tanto dieta hiperlipidica quanto cogumelo L. edodes ndo induziram aumento

ou diminui¢cdo na procura por agua ou alimento.
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Figura 2- Média do consumo de agua dos ratos Controle, Dieta Hiperlipidica (DH) e Dieta
Hiperlipidica + L. edodes (100 mg/kg) durante tratamento. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrao.
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Fonte: elaboracéo prépria.

5.2 Artigo cientifico
Os demais resultados obtidos nesse estudo e a discusséo dessa dissertacao
estdo apresentados no formato de artigo cientifico, seguindo as “Orientacfes para

apresentacdo de dissertacbes do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias



Resultados e discussao 37

Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba”. Assim, as secbOes Resultados e
Discussao encontram-se agrupadas no artigo cientifico, redigido na lingua inglesa.

O artigo foi submetido a revista “European Journal of Nutrition” e encontra-se
no formato definido pela revista (Anexo C). Dessa forma, as referéncias também se

encontram no padréo da revista.
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Abstract

Purpose Functional foods can prevent/reduce the risks related to obesity.
Lentinula edodes is a highly nutritious mushroom rich in protein, vitamins and minerals.
Some studies have demonstrated the hypocholesterolemic effects from L. edodes in high
doses, which does not represent the consumption in humans. We evaluated ingestion of a
realistic dose of L. edodes associated with a high-fat diet (HFD) on hematologic,
biochemical and oxidative-stress parameters.

Methods Eighteen male Wistar rats were divided into three groups: control
(normal diet); HFD; and HFD + L. edodes (100 mg/kg/day). After 30 days, blood was
collected. Biochemical and hematologic parameters were analyzed, as well as oxidative-
stress biomarkers.

Results The HFD increased levels of total cholesterol and triglycerides. L. edodes
reduced these parameters significantly to concentrations found in the control group. The
HFD increased levels of alanine transaminase and aspartate transaminase (markers of
liver damage). L. edodes returned the levels of these enzymes to normal levels, and
normalized serum levels of urea (which were also increased owing to consumption of the
HFD). L. edodes reduced levels of urea and glucose. Lipid peroxidation was increased in
rats receiving the HFD, and L. edodes reduced malondialdehyde levels, thereby
preventing oxidation of fatty acids.

Conclusions L. edodes was shown to have hypolipidemic, hypoglycemic,

hepatoprotective and renoprotective features in doses that are suitable for humans.

Keywords: Nutraceuticals, Lentinula edodes, metabolic disorder, oxidative stress,

glucans.
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INTRODUCTION

Obesity is a major public-health problem worldwide. Environmental and genetic
factors have important roles in obesity, but inappropriate eating habits and sedentary
lifestyles also contribute [1]. Cavalheira et al. [2] stated that excessive ingestion of food
and, consequently, storage of carbohydrate and fat, results in metabolic dysfunction,
which activates innate and adaptive inflammation in adipose tissue. The inflammatory
reaction promotes the resistance to insulin and metabolic diseases caused by obesity [3].

Hutcheson and Rocic [4] have hypothesized that the metabolic syndrome is
associated with oxidative stress, which is a risk factor for the development of
cardiovascular diseases. They have suggested that antioxidants can be useful for the
treatment and prevention of cardiovascular diseases in patients with the metabolic
syndrome.

Several resources have been used for the prevention and treatment of obesity and
related diseases, including “nutraceuticals” [2]. For example, mushrooms have been used
as food for thousands of years, and have nutritional and medical properties [5,6].
Lentinula edodes is a mushroom low in calories and lipids yet rich in proteins, vitamins,
minerals, and fibers [7,8,9].

B-Glucans are polysaccharides found in the cellular walls of L. edodes. They are
bioactive compounds that can activate leukocytes, stimulate the immune system to
produce inflammatory mediators, and have anticarcinogenic activity [10]. B-Glucans can
also participate in lipid metabolism to reduce levels of total cholesterol and reduce body
weight [11].

L. edodes also contains glycoproteins as well as compounds with antioxidant [12],
antitumor [13] and antibiotic activities [14,15]. L. edodes has antiviral [16],
antihypertensive [17], antihypercholesterolemic [18,19], hypoglycemic [20,21] and
antithrombotic activities [17,18]. However, many of the studies mentioned were carried
out in vitro or with high concentrations of L. edodes, which does not correspond with
human consumption.

We wished to evaluate the effects of ingestion of L. edodes under biochemical,

hematologic and oxidative-stress parameters in rats receiving a high-fat diet (HFD).

MATERIALS AND METHODS

Reagents and solutions
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Ethyl ether, sulfuric acid, cooper sulfate and potassium, boric acid, hydrochloric
acid (HCI), acetic acid, nitric acid, trichloroacetic acid (TCA), ethylic acid, potassium
hydroxide (KOH), sodium acetate buffer (SAB), Triton X-100, potassium phosphate
buffer (TFK), 5-5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA), reduced glutathione (GSH), glutathione reductase (GR), nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH), sodium azide, hydrogen peroxide, exo-p-1,3-
glucanase, PB-glycosidase, glucose-oxidase/peroxidase, amiloglycosides and invertase,
sodium hydroxide (NaOH), malondialdehyde (MDA), thiobarbituric acid (TBA),
phosphoric acid (HsPOa), sodium dodecyl sulfate (SDS).

Ethical approval of the study protocol
The study protocol was approved by the Commission of Ethics in the Usage of

Animals of the University of Sorocaba (approval number 008/2012; Séo Paulo, Brazil).

Preparation of L. edodes
L. edodes (Berk.) Pegler-cultivated strain H600 (Hokken, Shimotsuga-gun, Japan)
was provided by the commercial company Yuri Cogumelos (Sdo Paulo, Brazil). Fresh
samples of L. edodes were sliced and dehydrated in a greenhouse at 38+2°C. Material
was ground in a mill to obtain a fine, homogeneous powder and then diluted in water.
To verify humidity, samples (4 g) were dried at 105°C until they reached constant
weight. To obtain ashes, 3 g of the sample was carbonized and incinerated at 550°C. For

extraction of lipids, ethyl ether was employed for 6 h [22].

Nutritional Composition of L. edodes

Proteins were quantified using a nitrogen distiller following the method of Zhou
et al. [23] with some alterations. This method comprised three phases: digestion,
distillation and titration. Digestion was based on oxidation of 70 mg of sample at 390°C
with sulfuric acid, cooper sulfate and potassium. In the distiller, the nitrogen in proteins
was reduced to ammonium sulfate. Upon contact with boric acid, the ammonium sulfate
forms ammonium borate, with release of HCI. Centesimal composition of L. edodes was
determined by summating the humidity, ashes, lipids, proteins, and carbohydrates [24].

Fibers were quantified following the method of Mccleary et al. [25]. Dry defatted
samples were digested with glacial acetic acid, nitric acid and trichloroacetic acid with
heating for 40 min. Samples were filtered, desiccated, weighed, and washed with boiling
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water until pH neutralization. Then, samples were washed (alcohol and ether), dried and
incinerated at 550°C until ashes were obtained. The difference between the initial weight
of the sample and the weight of the ashes was the quantity of total fibers.

Total glucans were determined using a B-Glucan Assay kit (Yeast & Mushroom;
Megazyme, Bray, Eire). Briefly, L. edodes (100 mg) and 1.5 mL of 37% HCI were
incubated for 45 min at 30°C. Volume was adjusted to 10 mL with deionized water
followed by incubation for 2 h. Then, 10 mL of KOH (2 M) was added and sample volume
adjusted to 100 mL with SAB (200 mM, pH 5.0). The solution was centrifuged at 1,500
g for 10 min at room temperature. The supernatant (0.1 mL) was mixed with 0.1 mL of
exo-B-1,3-glucanase and B-glycosidase and incubated for 60 min at 40°C. Then, 1.5 mL
of glucose-oxidase/peroxidase was added followed by incubation for 20 min at 40°C.
Absorbance was measured at 510 nm against a blank reagent.

For a-glucans, 0.2 mL of KOH (2 M) was added to 100 mg of sample. After 20
min of agitation, 0.2 mL of aminoglycosides and invertase were added, and incubated for
30 min at 40 °C. Tubes were centrifuged at 1,500 g 10 min at room temperature. To 0.1
mL of supernatant was added 0.1 mL of SAB and 0.3 mL of enzymatic reagent and
incubated for 20 min at 40°C. Absorbance was measured at 510 nm. a-Glucans were

subtracted from total glucans for quantification of B-glucans.

Animal experiments

The dose of L. edodes (100 mg/kg) was chosen based on a study from our research
team [26]. A HFD (60% of lipids) [27] and control diet (10% lipids) was used (Table 1).

Male Wistar rats (45+3 days) were obtained from Anilab (Séo Paulo, Brazil). They
were maintained individually in cages at the Laboratory of Toxicological Research at a
controlled temperature (21+£2°C), humidity (50£5%) and lighting (12-h light—dark cycle).
Standard rat chow and filtered tap water were provided ad libitum. Eighteen rats were
allocated randomly (random number table generated by computer) into three groups of
six: control (standard diet); HFD (60% lipids); HFD + L. edodes (100 mg/kg).
Administration of L. edodes was by oral gavage at <3 mL/kg body weight. Mushroom
powder was reconstituted in water every day. Rats were treated for 30 days. Rats were
weighed every week. At study end, rats were Killed with an overdose of ketamine (100

mg/kg) and xylazine (6 mg/kg). Blood was collected and stored at —80°C.

Hematologic parameters
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Hematologic parameters were measured using a Sysmex XS 1000i™ Hematology
Analyzer (Roche, Basel, Switzerland). Parameters were: white blood cells (WBCs) or
leukocytes; red blood cells (RBCs) or erythrocytes; hemoglobin (Hb); hematocrit; mean
corpuscular volume; mean corpuscular hemoglobin; mean corpuscular hemoglobin

concentration (MCHC); platelets.

Biochemical profile

Levels of glucose, triglycerides, cholesterol (total and fractions), fructosamine,
and gamma-glutamyl transferase (y-GT) were evaluated using commercial Kits according
to manufacturer (Bioclin (Pretoria, South Africa), inVitro (Placentia, CA, USA), Wiener
Laboratorios (Buenos Aires, Argentina) instructions. Analyses were undertaken on a
spectrophotometer (Lambda 35; PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Hepatic enzymes aspartate (aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT)) and renal biomarkers (urea, creatinine) were analyzed on automated equipment
(Cobas C111; Roche).

Oxidative stress

Determination of reduced glutathione (GSH) levels was based on quantification
of total reduced thiols following the method of Ellman [28]. Briefly, 150 uL of blood
maintained in an ice bath was vortex-mixed with 100 pL of 10% Triton X100 (10%) and
100 pL of 30% trichloroacetic acid. The solution was centrifuged at 4,000 g for 10 min
at 4°C. In the cuvette, 900 pL of trifluoromethyl ketone (TFK; 1 M), 50 uL of the
supernatant, and 50 pL of 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (10 mM) were pipetted and
formed a yellow complex. Absorbance was measured at 412 nm using a
spectrophotometer. To calculate the GSH concentration, a calibration curve with
predefined concentrations of GSH (0.005, 0.01, 0.025, 0.05 and 0.1 mM) was employed.

Levels of the antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px) were
determined based on the oxidation of the reduced form of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) following the method of Paglia and Valentine [29].
Blood was diluted (1:40) in TFK (pH 7.0). Then, 20 uL of the diluted sample was added
to 880 pL of a solution containing GSH, glutathione reductase, NADPH, sodic azide and
100 pL of hydrogen peroxide (H202). GSH-Px level was monitored in a
spectrophotometer at 340 nm for 2 min.
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Measurement of catalase levels followed the method of Aebi [30], which is based
on H>O> decomposition by catalase at 240 nm. Briefly, blood was diluted (1:60) in TFK
50 mM. An aliquot of 20 pL was mixed to 1910 pL of TFK, and 70 pL of H20. was
added, thereby initiating a reaction that was monitored for 5 min. A constant of variation
(k), which is related to Hb, was used to obtain a value for blood activity (k/g Hb).

Malondialdehyde (MDA) is an important product of lipid peroxidation [31].
Plasma aliquots (150 pL) were mixed with 50 pL of NaOH and 50 pL of Milli-Q Water™
(Millipore, Billerica, MA, USA). The mixture was incubated for 20 min at 60°C with
agitation. Then, 6% H3PO4 (250 pL), 0.8% thiobarbituric acid (TBA; 250 pL) and 100
pL of 10% sodium dodecyl sulfate were added to samples, which were bathed for 1 h at
80°C. MDA reacted with TBA in acidic conditions to form a pink substance, the
absorbance of which was read at 532 nm in a spectrophotometer. A calibration curve was
used (predefined concentrations of 0.28, 0.56, 1.7, 3.4 and 6.6 uM) to calculate the
concentration of Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) in plasma.

Statistical analyses

Data are the mean * standard deviation. Results were analyzed using one-way
analysis of variance followed by Duncan’s test to identify differences among groups. A
value of p<0.05 was considered significant. Results were analyzed using Statistica v8.0
(Dell, Round Rock, TX, USA) and GraphPad Prism v6.0 (San Diego, CA, USA).

RESULTS

Nutritional composition of L. edodes
Nutritional composition of L. edodes was based on dry weight (with the exception
of humidity analyses) and is shown in Table 2 (which also shows the nutritional

composition of other mushroom types).

Body weight

Rat weights are presented in Figure 1. Besides lipid content, the HFD administered
to the two treatment groups caused a significant increase in body weight just in weeks 3
and 4 compared to control (p=0.03 and p=0.043 in HFD; p=0.023 and p=0.049 in HFD +
L. edodes, respectively). On the other hand, oral administration L. edodes (100 mg/kg)
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for 30 days was not sufficient to reduce body weight compared to HFD group (p=0.68;
0.98; 0.67; 0.81; 0.97 in week 0, 1, 2, 3 and 4, respectively).

Hematologic parameters

Data for hematologic parameters are shown in Table 3. The group receiving a
HFD + L. edodes displayed a significant increase in the number of WBCs compared with
the control group (p = 0.026). The MCHC showed a significant (p=0.041) increase in the
HFD group compared with the control group. Values for RBC and platelet counts, as well
as those for hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume, and mean corpuscular
hemoglobin, did not show significant differences among the three groups. Hence, apart
from WBC count, a HFD and co-exposure of L. edodes did not modify hematologic

parameters.

Liver function

Rats receiving the HFD had a significant increase in levels of ALT (p=0.0001;
p=0.0002) and AST (p=0.003; p=0.002) compared with the control group and HFD + L.
edodes group, respectively (Fig. 2A). In animals who received L. edodes, the hepatic
enzymes were preserved, without differences compared to control (p=0.61 to ALT;
p=0.97 to ALT). There were no significant differences in y-GT levels among groups when
compared to control (p=0.53; p=0.09).

Kidney function

Urea levels were increased in the group receiving a HFD in comparison with the
control group (p=0.047) (Fig. 2B). There was no significant difference in creatinine levels
among the study groups (p=0.68; p=0.72, compared to control). Urinary glucose levels in
the group receiving a HFD did not show a significant difference in comparison with the
control group (p=0.73). Animals that consumed a HFD + L. edodes had reduced urinary
glucose levels compared with the control group (p=0.044), suggesting that L. edodes has
a hypoglycemic action.
Lipid profile

A significant increase in levels of total cholesterol (p=0.027) and triglycerides
(p=0.042) were noted in the group receiving the HFD compared with that of the control
group. In animals receiving a HFD + L. edodes, levels of cholesterol and triglycerides did
not show a significant difference compared with those of the control group (p=0.59;
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p=0.08, respectively), thereby suggesting a hypocholesterolemic action from L. edodes
(Fig. 3A). Furthermore, L. edodes administration contributed to a reduction in the level
of very-low-density lipoprotein (p=0.002 when compared to HFD group) and an increase
in those of high-density lipoprotein (HDL) compared to control (p=0.01) and HFD group
(p=0.03). These effects could be attributed to the high concentration of fibers and -
glucans in L. edodes.

Glycemic profile

The fructosamine concentration (Fig. 3B) was not significantly different among
the three groups (p=0.27; 0.73, compared to control). The serum concentration of glucose
(Fig. 3C) was reduced significantly in the HFD + L. edodes group compared with the
HFD group (0.043). These findings suggested a hypoglycemic action arising from -

glucans.

Oxidative stress

The HFD increased TBARS levels significantly compared with those of the
control group (p=0.02) and L. edodes group (p=0.006) (Fig. 4A). Nevertheless, the L.
edodes group had decreased TBARS levels similar to those of the control group (p=0.45).
No significant differences were observed among the groups with respect to catalase (Fig.
4B) (p>0.38), reduced GSH (Fig. 4C) (p>0.43) or GSH-Px (Fig. 4D) (p>0.11).

DISCUSSION

Our findings for the nutritional composition of L. edodes exhibited similarities
and differences compared with those from other studies. Differences in the concentrations
of macronutrients are dependent upon the location, substrate, weather, crop conditions,
phase of growing, and harvest of mushrooms [35]. Diez and Alvarez [36] found a high
concentration of fibers (45% in dry weight) in wild mushrooms. Reis et al. [33] found
lower concentrations of ashes, proteins and carbohydrates, but they used fresh samples.
When we compared the findings from the study by Regula and Siwulski [8] with our data,
a close similarity was noted.

We found high concentrations of B-glucans that were comparable with those
observed by Bak et al. [37] (29.7-56.5 %) in 10 crops of L. edodes. Brauer and colleagues
observed, in extracts and lyophilized samples of L. edodes, 5.0% and 5.6% of p-glucans,
respectively [38]. Manzi et al. [39] found 13.9-66.6% of B-glucans in samples of



© 00 N O 0o A W DN P

W W W W W N N NN DD N DN DNMNDNDMDNDMNDNN P P PP PP PP PP
A W N P O O 0 NO O A W N P O O O N O OFh b O MM P O

Resultados e discussao 47

Pleurotus ostreatus. Those studies and our study show the wide variation of
concentrations of bioactive compounds due to differences in cultivation and species.

Handayani et al. [40] evaluated the effects of ingestion of powdered L. edodes (7,
20 and 60 g/kg) based on the corporeal weight of rats. Animals received a HFD (50%)
during 6 weeks, along with mushrooms. The group receiving the higher dose of L. edodes
(60 g/kg) gained less corporeal weight in comparison with all other groups. Despite those
results, the consumption reported does not match realistic consumption of mushrooms in
humans.

WBCs are part of the immune system and are involved in platelet formation.
Increases in WBC count can be related to: (i) activation of inflammation from excessive
consumption of lipids; and (ii) stimulation of the immune system by L. edodes [41,42].
B-Glucans could activate the hematopoietic system.

Harada et al. [43] made rats eat extracts of B-glucans from mushrooms to induce
leukopenia. They noted improvement in the hematopoietic system, suggesting that this
extract could contribute to the increase in production and maturation of thymocytes
[43,44], results that were corroborated by our study. f-Glucans could activate the
hematopoietic system.

The MCHC was increased significantly in the HFD group compared with the
control group. The high concentration of fat could have caused an increase in the level of
hemoglobin, causing blood thickening [45]. Tai et al. [46] evaluated the hematologic
effects of ingestion of four sources of lipids: soy oil (40%), palm oil, vegetable fat and
soy oil (10%; control). They found that the MCHC decreased in groups that received
vegetable fat and soy oil (40%) in relation to the control. Increases in the viscosity of
blood, serum, and plasma in the three study groups were also observed. Hence, the lipid
source can influence some hematologic parameters.

Levels of ALT and AST in blood can be increased if the metabolism of the liver
is compromised or if the liver is injured. Such increases in transaminase levels are very
useful markers for liver function [47,48]. In the present study, a HFD increased ALT
levels by 74% compared with the control group. L. edodes reduced levels of this enzyme
by 63%. A HFD increased AST levels by 20% compared with the control group, and L.
edodes reduced AST levels by 20%.

Chung et al. [49] evaluated exposure to L. edodes extract (250 mg/kg) on the
hepatic injury induced by consumption of ammonium chlorite and alcohol. After 12
weeks of rats receiving L. edodes a significant reduction in levels of ALT and AST were
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noted, along with a reduction in inflammation, necrosis, and fatty deposition in liver
tissue. The high levels of these two enzymes in blood signify disruption to hepatocyte
membranes. Hepatic steatosis (as shown by increased levels of saturated fatty acids)
induces liver damage, which results in high levels of AST and ALT in blood [50].

In the present study, the main reason for increases in urea levels is the kidney
damage triggered by excessive amounts of lipids, which hinders blood filtration (Fig. 2B).
Urea and creatinine are sensitive markers of early damage to the kidneys [51]. L. edodes
acted to reduce urea levels and protect the kidneys. The renal system has fundamental
roles in the regulation of liquids and electrolytes, as well as in elimination of metabolic
byproducts, to ensure corporeal homeostasis [52].

To verify the renoprotective properties of Inonotus obliquus (dried and
fermented), researchers induced diabetes in rats using streptozotocin. Results showed
reductions in urea levels in groups eating I. obliquus compared with the control group
[53], data that corroborate our findings. In another study, a methanolic extract of
Ganoderma lucidum was evaluated against the nephrotoxicity induced by cisplatin [54].
After treatment with G. lucidum, concentrations of creatinine and urea decreased
significantly, thereby denoting kidney protection by ingestion of this mushroom.
Moreover, Vaidya et al. [51] investigated the possible protective effect of powdered L.
edodes (5%, 10%) against the kidney injuries induced by carbon tetrachloride (CCls). L.
edodes showed significant protection against kidney dysfunction by normalizing serum
levels of urea and creatinine.

Fukushima et al. [55] detailed hypocholesterolemic effects that were similar to
our findings. Upon feeding of isolated fibers of L. edodes to rats, the concentration of
total cholesterol was reduced from 11% to 25% in comparison with the control group.
Similarly, Yoon et al. [56] administered 5% L. edodes in powder form for 42 days to
hypercholesterolemic rats and found reductions in levels of triglycerides and cholesterol,
findings that are in accordance with our data. However, the concentration of L. edodes
used by Yoon and colleagues was very high, and not consistent with ingestion in humans.

Hyperlipidemia is the principal risk factor for atherosclerosis. In excess, low-
density lipoprotein (LDL) is deposited in the walls of blood vessels and becomes an
important component to platelet injuries. HDL facilitates translocation of cholesterol
from peripheral tissue (arterial walls) to be catabolized in the liver [56]. Reduction of
LDL levels and inhibition of the activity of 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA reductase
could be associated with hypocholesterolemia [18,57]. Yang et al. [58] used 5%, 10%
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and 20% L. edodes (from total ingestion of food) to feed rats with hypercholesterolemia.
The hypocholesterolemic effect was proportional to the increase in percentage of L.
edodes administered. Authors have proposed that such action is due to eritadenine and -
glucans in mushrooms. Viscosity and gel-formation properties of B-glucans facilitate fat
excretion to reduce the time cholesterol is present in the organism, and thus diminish its
absorption [59].

Mircea et al. [20] evaluated the effects of three species of fungi, two edible (P.
ostreatus and Agaricus bisporus) and one parasitic (Fomes fomentarius)—extracts and
powders—on levels of glucose and cholesterol. The hypoglycemic effect was more
pronounced in groups treated with extracts, whereas groups treated with powder had
better results for hypocholesterolemia. This hypoglycemic action could be attributed to
certain substances that are similar to insulin being present in mushroom extracts, or even
by compounds that can increase glucose utilization by blood cells [19,21].

MDA is a secondary product of lipid peroxidation and is used widely as an
indicator of damage to cells and tissues. Lipid peroxidation is involved in the oxidative
degradation of polyunsaturated fatty acids [60]. The diet given to rats was rich in lipids,
so the increase in levels of total cholesterol and triglyceride was related to the increase in
TBARS levels. Conversely, L. edodes could decrease lipid peroxidation levels to those
seen in the control group, suggesting an antioxidant action of L. edodes that prevents
oxidation of fatty acids.

Jayakumar et al. [60] evaluated the effects of rats exposed to CCls and/or an
extract of P. ostreatus for 5 days. They noticed a considerable increase in MDA levels in
rats exposed only to CCls. The group co-exposed to CCls and P. ostreatus had a
significant reduction in MDA concentrations, suggesting an antioxidant action from P.
ostreatus that decreased oxidative damage to tissue. In contrast, Kanagasabapathy et al.
[61] evaluated the effects of rats treated with a HFD and three doses of Pleurotus sajor-
caju. They observed a significant reduction in lipid peroxidation and an increase in levels
of catalase and GPx. Acharya et al. [62] evaluated the effects of exposure of an extract of
Macrocybe gigantea in CCls-inducted hepatotoxicity in rats. They noted an increase in
lipid peroxidation, and decreases in levels of catalase and GSH, in the group treated with
CCls. Antioxidant status in the liver was restored upon administration of the extract of M.

gigantean, which was proposed to be a potent scavenger of free radicals.

CONCLUSIONS
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This is the first study to report on the different parameters associated with HFD
ingestion and L. edodes. The most important finding was the dose of L. edodes that is
suitable for human consumption. HFD consumption induced alterations in the lipid
profile, hepatic function, renal function, and lipid peroxidation. L. edodes was shown to
be a good nutraceutical against metabolic disorders through its hypocholesterolemic
action as well as its ability to increase HDL levels, restore the concentration of urea to
normal levels, decrease levels of transaminases, and stimulate the immune system (by
increasing the WBC count). L. edodes protected against the oxidative damage induced by
excessive ingestion of lipids, thereby suggesting an antioxidant effect.

Bioactive properties of L. edodes can be attributed to the high concentrations of
B-glucans and fibers. Thus, even though L. edodes does not aid weight loss, it could be
an excellent nutritional source in food supplements (especially in metabolic disorders

associated with high consumption of fat).
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Figure captions

Fig 1 Rats body mass (g) in Control group, high-fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg
through the weeks of the treatment. Data are expressed as mean + standard deviation

Fig 2 In A, liver function (ALT - Alanina Transaminase; AST - Aspartato Transaminase; y-GT
- Gama Glutamil Transferase). In B, kidney function of rats treated for 30 days with Standard
diet (Control), High-fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as
mean + standard deviation

Fig 3 In A) Lipid profile (COL - Cholesterol; TRIGL - triglycerides; HDL - High Density
Lipoproteins; VLDL - Very Low Density Lipoprotein; LDL - Low Density Lipoproteins). In B
and C) Glycemic profile of rats after 30 days receiving Standard diet (Control group), High-fat
Diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as mean * standard deviation

Fig 4 Oxidative stress biomarkers of rats treated for 30 days with Standard diet (Control), High-
fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as mean + standard
deviation
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Table 1 Composition and energy content of the standard diet and high-fat diet,
according to Fraulob et al. [27]

Components (g/kg) Standard diet High-fat diet
Casein 140 190
Cornstarch 620.7 250.7
Sucrose 100 100
Soybean oil 40 40
Lard - 320
Fiber 50 50
Total vitamins 10 10
Mineral 35 35
L-Cystine 1.8 1.8
Coline 2.5 2.5
Carbohydrates (%0) 76 26
Proteins (%) 14 14

Lipids (%) 10 60
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Table 2 Nutritional composition of L. edodes, based on 100 g of the dry sample (%).

Comparison with other studies using the same mushroom

_ ] ] Gaitan-
Thssudy U, Mt Rectal e
etal. [34]
Humidity 90.6+0.1 92.9 91.6 79.8 91.7
Ashes 5.3x0.04 6.7 41 6.7 54
Lipids 29+1.0 2.9 2.6 1.7 2.15
Proteins 184+1.2 17.2 15.1 44 17.2
Carbohydrates 38.6+£2.0 19.9 48.7 87.1 75.3
Fibers 33.£0.1 46.2 271.7 - -
a-glucan 1.01£0,02 - - - -
B- glucan 34.5+0.01 - - - -

*Results of Matilla et al. [32] and Reis et al. [33] were converted on dry base.
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Table 3 Haematological parameters of rats treated 30 days with Standard diet (Control),
High-fat diet (HFD) and HFD + L. edodes (100 mg/kg). Data are expressed as mean * standard

deviation

Control HFD Heljjz d;sL. p-value®
WBC (10%/uL) 5.66 +0.9 6.56 £ 0.5 7.60 = 2.0* 0.25; 0.026
RBC (108/uL) 7.49+0.7 7.35%£0.3 748 £0.5 0.66; 0.98
Hb (g/dL) 145+1.2 1410+ 0.9 143 +£0.7 0.52;0.72
HCT (%) 449 + 3.6 43.0+2.8 440+1.9 0.27;0.55
MCV (fL) 60.6 £ 2.3 58.4+2.2 58.9+29 0.16; 0.23
MCH (pg) 19.3+0.7 19.2+0.7 19.1+0.9 0.74; 0.67
MCHC (g/dL) 32.2+0.6 32.8 +0.2* 325+05 0.041; 0.26
PLT (10%/uL) 617 + 196 656 + 217 741 + 107 0.73; 0.3

WBC: White Blood Cells; RBC: Red Blood Cells; Hb: Hemoglobin; HCT: Hematocrit; MCV:
Mean corpuscular volume; MCH: Mean corpuscular hemoglobin; MCHC: Mean corpuscular

hemoglobin concentration; PLT: Platelet

*Statistically different from the control group; #p-value of HFD and HFD + L. edodes compared
to the control, respectively.
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Fig 1 Rats body mass (g) in Control group, high-fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg
through the weeks of the treatment. Data are expressed as mean + standard deviation.
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*Statistically differentfrom control group: week 3 p=0.03 in HFD; p=0.023 in HFD + L. edodes; week 4 p=0.043 in HFD;
p=0.049 in HFD + L. edodes
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Fig 2 In A, liver function (ALT - Alanina Transaminase; AST - Aspartato Transaminase; y-GT
- Gama Glutamil Transferase). In B, kidney function of rats treated for 30 days with Standard
diet (Control), High-fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as

mean % standard deviation.
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*Statistically differentfrom control group (p=0.0001 for ALT; p=0.003 for AST; p=0.047 for urea; p=0.044 for Glucose-U).
#Statistically differentfrom HFD + L. edodes (p=0.0002 for ALT; p=0.002 for AST).
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Fig 3 In A) Lipid profile (COL - Cholesterol; TRIGL - triglycerides; HDL - High Density
Lipoproteins; VLDL - Very Low Density Lipoprotein; LDL - Low Density Lipoproteins). In B
and C) Glycemic profile of rats after 30 days receiving Standard diet (Control group), High-fat
Diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as mean + standard deviation.
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*Statistically differentfrom control group (p=0.027 for CHOL; p=0.049 for TRIG;
p=0.01 for HDL). #Statistically different from HFD + L. edodes (p=0.0018 for TRIG).
&Statistically different from HFD (p=0.03 for HDL; p=0.002 for VLDL; p=0.043 for
Glucose).
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Fig 4 Oxidative stress biomarkers of rats treated for 30 days with Standard diet (Control), High-
fat diet (HFD) and HFD + L. edodes 100 mg/kg. Data are expressed as mean * standard

deviation.
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*Statistically different from control group (p=0.02 for TBARS). #Statistically differentfrom
HFD + L. edodes (p=0.006 for TBARS).
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6 CONCLUSAO DA DISSERTACAO

Este foi um estudo pré-clinico, no qual os resultados mostraram os efeitos
benéficos que o cogumelo L. edodes tem na prevencao de doencas e principalmente
com doses adequadas ao real consumo humano. O L. edodes apresentou
significativas reducfes das desordens metabdlicas causadas pelo consumo elevado
da dieta hiperlipidica, revertendo principalmente injurias hepaticas e colesterolémicas.

O cogumelo foi efetivo nos danos renais induzidos pelo consumo excessivo de
lipideos, com a recuperacao e equilibrio da ureia e na manutencéo da concentracao
da creatinina. No perfil lipidico, o L. edodes mostrou-se hipocolesterolémico, também
com acdo benéfica aumentou os niveis de HDL. Apresentou acdo antioxidante,
reduzindo a peroxidacao lipidica, portanto, neutralizando os danos oxidativos nas
células. Entretanto, o cogumelo ndo interferiu no peso dos animais e nem na
capacidade de saciedade, jA que ndo houve diferenca na quantidade de alimento
consumido entre grupos.

As propriedades bioativas do cogumelo, como a hipolipidémica, hipoglicémica,
hepatoprotetora e nefroprotetora podem ser provenientes das B-glucanas e fibras.

Desta forma, o L. edodes pode ser uma boa indicacdo como suplemento alimentar.
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ANEXO A - Carta de Aprovacéo da Comiss&o de Etica Animal.

UNIVERSIDADE DE SOROCABA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UNISO

PARECER

Protocolo n* DGR2012

Interessado: Denise Grotto

Orlentador: NSA

Titelo do Projeto: Avaliacho de panimetros bioguimicos, antioxidantcs € ncuroguimicos em
ratas expostos ao Lemvinula edodex {(Shitake), e seu possivel uso em distiirhios metabdlicos
Tuulo do Experimento: Avaliagdo de parimetros bioquimicos, antioxidantes € neuroquimicos
€in ratos expostos 30 Lentimda edodes (Shiitake). € seu possivel uso em distarbios metabolcos

Apresentado a Comissdo de ética no uso de animais (CEUA ) para analise, segundo a Lei No. 11,7 . de 8
de vutubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do pardgrafo 1° do antigo 225 da Constituigdo Federal,
foi considerado:

[X] APROVADO.

| JAPROYADO com RECOMENDACAO, devendo o proponente encaminhar as modificagdes
sugeridas em ancxo para complementacdo do protocolo;

[ 1COM PENDENCIA, devendo o proponente readequar as itens do protocolo;
| | REPROVADO

Manifestacho do Purecerista:

1* Parccer

Com pendéncia:

Item 7 — Justificar a necessidade do uso de animais para avaliar parimetros especificados no
projeto (sugestso: copiar primeira frase escrita no item 9).

Item 9 ~ Excluir pameira frase e incluir que ndo hi métodos alternativos parmm  este
procedimento.

Item 9.4 ~ Incluir o delincamento experimental (estatistico) para determinar o nimero de
anmmais poe grupo “n” citado.

Item 12.1 — Justificar a administragdo intraperitoncal, observando a Resolugho CFMYVY
10002012: ** Em todos 05 ¢as0s, para todas as espécies, os barbitGricos ou outros anestésicos
gerals injetdvels devem: - ser precedidos de medicac3o pré-anestésica, - ser administrados por
via intravenosa e gpenas na impossibilidade desta, por yia intraperitoneal, em dose suficiente
para produzir a8 auséncia do reflexo corneal. Apds a auséncia do reflexo cormneal, pode-se
complementar com o cloreto de potissio associado ou ndo 20 blogqueador neuromuscular,
ambos por via intravenosa.”

Item 13 = Abordar apenas procedimentos com animais (Etapa 2 - Experimentos | e [1).

Item 14 — Assinar ¢ datar o Termo de Responsabilidade.

O cronograma no projeto submetido & Ceuva deve estar relacionado a0 wso animal, isto ¢,
previsdo do micio e im dos procedimentos, aquisigdo dos animais, entre oulros.

2* Purccer

APROVADO

Data: 240472013

Assinstura:

Nome: Valquina Miwa Hanas Yashida
Coordenadora da CCUA-UNISO
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ANEXO B - Atestado de sanidade animal.

‘& l@ﬂ

Animais de Laboralorio Criaggo e Comércio Lida. - EPP e
CNPJ.:65, «o 612/0001-40 Paulinia, 30 de Setembro de 2014.
INSC. EST.: 513.020.551,116

ATESTADO DE SANIDADE ANIMAL

Atesto para os devidos fins que os CAMUNDONGOS SWISS .e os
RATOS WISTAR procedentes deste estabelecimento, CONSTANTES NA
NOTA FISCALe 002277 estio em perfeitas condigbes de saiide e livres de

doencas infecto-contagiosas, cumprindo-se, dessa forma, o que determinam os
dispositivos legais vigentes, no que se referem as exigéncias sanitarias para o
deslocamento dos animais.

Outrossim, informob que os referidos animais sdo provenientes de
matrizes igualmente sauddveis e isentas de quaisquer tipos de tratamento

medicamentoso ou por meio de vacinas

Atenciosamente,

Devanir Perecini
Medico Veterinario
CRMV-SP 32825

Rua Servidao Quatro, 292 - Fone/Fax (19) 3874-4538 / 8772-1676 - Bairro Séo Domingos - CEP 13140-000 - Paulinia - SP )

~ email: anilab@anilab.com.br - www.anilab.com.br
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ANEXO C — Submisséao do artigo a revista European Journal of Nutrition.
EJON: Submission Confirmation for Effects of Lentinula edodes A

consumption on biochemical, haematological and oxidative stress
parameters in rats receiving high-fat dlet

em.ejon.0.48¢5a2 dfab5a66@editorialmanager.com em nome de Editorial Office (EJON) <em@
& & Responderatodos | v

Para Denise Grotto: ¥ ter 26/01/2016 1086

Dear Or Grotto,

Your submission entitled *Effacts of Lentinula edodes consumption on biochemical, haematological and oxidative stress parameters in rats
receiving high-fat diet" has been received by journal European Journal of Nutrition

You wil be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author,
The URL is https//ejon.edmar.com/,

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal,

Kind regards,

Springer Joumnals Editorial Office
European Journal of Nutrition
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ANEXO D - Guia da Revista “European Journal of Nutrition”.

TYPES OF PAPERS
e Accepted article types: Original Articles, Reviews, Short Communications, Letters to the Editors.

o Declaration of Conflict of Interest is mandatory for all submissions. Please refer to the section "Integrity of
research and reporting"” in the Instructions for Authors.

e Original Articles must not exceed 25 manuscript pages of max. 32 lines each. Exceptions can be made only
with the agreement of the responsible Editor.

¢ Short Communications should not have more than 4 authors, and not contain more than 1000 words and 10
references. Summary and key words are not required. Preliminary results of highly innovative studies may be
submitted as Short Communications.

e Letters to the Editors should not have more than 4 authors, and not contain more than 1000 words and 10
references. Summary and key words are not required. Letters are expected to provide substantive comments on
papers published in the EJN. Both the letter and a reply, if appropriate, are published together whenever possible.
e Please submit Original Articles, Reviews, Short Communications electronically via Editorial Manager using
the hyperlink “Submit online"

o Please send Letters to the Editor directly to the following e-mail address: eurjnutr@gmail.com

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as
well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required
to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that
such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will
be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the
instructions given on the screen.

Title Page

The title page should include:

e The name(s) of the author(s)

e A concise and informative title

e The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

e The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following sections:
e Purpose (stating the main purposes and research question)

e Methods

e Results

e Conclusions
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Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
e Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

e Use italics for emphasis.

e Use the automatic page numbering function to number the pages.

¢ Do not use field functions.

e Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

e Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

o Use the equation editor or MathType for equations.

e Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title page. The names
of funding organizations should be written in full.

Line numbering:
Please activate the line numbering function for your manuscript.
Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:
1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted
for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not
use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.
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e Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high intensity
intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi:
10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will also be
accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325-329

e Atrticle by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
d0i:10.1007/s001090000086

e Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

e Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd edn. Wiley,
New York, pp 230-257

e Online document

Cartwright J  (2007) Big stars have  weather  too. IOP  Publishing  PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

e Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations,
see

e ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and
reference list.

o EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is included in Springer’s
LaTeX macro package.

Tables

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.
e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
e For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

¢ ldentify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end
of the table caption.

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data) and included beneath the table body.

Electronic Figure Submission

e Supply all figures electronically.
¢ Indicate what graphics program was used to create the artwork.

e For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files are also
acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
e Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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o Definition: Black and white graphic with no shading.

o Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at final
size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi.
e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Color Art

o Color art is free of charge for online publication.

o If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible.
Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check
this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.
o If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

e Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

e Toadd lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

o Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8-12 pt).

e Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-pt
type for the axis label.

e Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

e Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

o All figures are to be numbered using Arabic humerals.

e Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

e Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

o If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering
of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

e Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions
in the text file of the manuscript, not in the figure file.

e Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

¢ No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the caption.
o Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points
in graphs.

o Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at the
end of the figure caption.

Figure Placement and Size

e Figures should be submitted separately from the text, if possible.

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234
mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198 mm.
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Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights
for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions.
In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
e All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)

e Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would then be
able to distinguish the visual elements)

o Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Ethical standards

Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human and animal studies
have been approved by the appropriate ethics committee and have therefore been performed in accordance with
the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the
study. Details that might disclose the identity of the subjects under study should be omitted.
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ANEXO E - Participacdo em Congressos.
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ANEXO F - Apresentacdo de Pdsteres em Congressos.
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ANEXO G - Premiacg0es.
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ANEXO H - Participagdo em Bancas de Trabalho de Concluséao de Curso.

©

UNISO

Certificamos  que  Profa. Denise  Grotto
(Presidente da Banca e Orientadora), Profa. Marta
Maria Duarte Carvalho Vila e Sara Rosicler Vieira
Spim participaram como examinadoras na Banca de
Avaliagdo Final do trabalho de Prdtica de Pesquisa
Il do (a) aluno (a) Débora Marine Ramos

intitulado: “ANALISE DO TEOR DE SODIO E
FIBRA ALIMENTAR EM ROTULOS DE
PRODUTOS INDUSTRIALIZADOS
DESTINADOS A LACTENTES E CRIANCAS DE
PRIMEIRA INFANCIA” ocorrida no dia 28 de

outubro de

2014, no curso de Farmacia da

Universidade de Sorocaba.

Cauryo de Farmdoia
Centtficado registrado oletronicamente

Sorocaba,28 de outubro de 2014
ot
PR
\7/@@{4 e
)

Prof'. M. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmidcia



Anexos 95

9)

UNISO
Certificamos que Profa. Marta Maria Duarte

Carvalho Vila (Presidente da Banca e Orientadora),
Profa. Denise Grotto e Sara Rosicler Vieira Spim
participaram como examinadoras na Banca de
Avaliagao Final do trabalho de Pratica de Pesquisa
U1 dos (as) alunos (as) Maria Teresa de Carvalho ¢
Ruchelli Cesar Coan intitulado: “TEOR DE
SODIO EM ALIMENTOS LIGHT, DIET E
CONVENCIONAIS” ocorrida no dia 28 de outubro
de 2014, no curso de Farmdcia da Universidade de

Sorocaba,

Certificado

Sorocaba,28 de outubro de 2014

~ " VG /]
P INE

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

Curzo de Farmacin
Centificado reglstrado cketronicamenic
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ANEXO | - Orientagdo e monitoramento em laboratério de alunos de

Graduag&o em Nutrigdo.

$10Z op 03s03€ ap () “©qed2010§

0SS#I dSHID
apnng 2 Svo180joIg SPIdUILY) P OLIQIDAOGDT-[2ADSUOSDY DINIIDULID
1840 soduin?) ap vLiIv 4

49t :eBION B3IE) “p10Z 9P OYINL 9P [€ € HT0Z 9P [1qe 9p [0 9P opopad”

‘OLIBIUN[OA O03IAIOS Op 0BdeIsard eied OBsOpy op OWIQ], O WOO OPIOdE AP SeI1J10adsd

sopepiAne sens opuridwind ‘eqeooIog op opepisioAlu() ‘g orody 000[g ‘Opnes 3 seardo[org

s

SBIOUQI)) Op SOLIQJLIOQET] SOU OPLIdSUI ‘SOOT[QUQJ so)sodwioo op sosifeue wo ‘0BILINN
op 0sIn)) Op ogdenpein) op seunje 9p ojudWeyURdWOOR 9 OJUIWRIOJUOW ‘0BIRIUALIO) P

sopepIAne Jezijeal eied opejuoA eauRjuOdsd o AJAI] 9p OLIBIUN[OA 031AI0S N03saId 86/70/81 9P

N\ =

09°6 19] © W00 OPIOJE 3P X-€/£'865°81 DY * wiid BIIIA 10]0150Y BIES anb 001120
0peIYNI)

OSINN

o




97

Anexos

"C10Z 9p oaauel ap ¢ ‘®qed010S

0SSPl dS-H4D
apnps 2 spo130]01g SPIDUILY) P OLIOIDAOGDT-]2ADSUOSIY DIYNIIDULD ]
1540 sodwv)) ap v142]D,4

NN s <
—— T e

'SUpS ‘BLIBIOY BS18D) "$[0T 9P 0IqUISZIP P [€ € H[0T 9P 01503e 9p $( P

or1od ou ‘OLIBIUN[O A OSIAIOS 9P 0Bde)sald eied 0BSOPY 9p OWLID ], O WO OPIOdE dP SBILJIoads

sopepiAne sens opunidwnd ‘@qesoIog op OpepIsIdAIU) ‘7 olody 000[g ‘Opnes o sedr3oorg

SBIOUQI) 9P SOLIQJLIOQET] SOU OpLIdSUl ‘S0dIjoud) sojsodwiod op sosijgue wWo ‘0BdINN dp

DY
Y4

0SINy) Op Ogdenpeir) ap seunje Ip OJuUIWERYURAWOOR S 0JUSWEIONUOU ‘0BIBIUSLIO Sp SOPEPIALE
Jezijeal eied opejuoOA eAUBIUOASO O QJAI] Op OLBIUN[OA OJIAIRS  101sdId 86/70/81 P
A 809°6 19] & WO OPIOE P  X-£/€'865'81 DY “ WIdS BIIBIA IO[OISOY BIES 9nb 0011I9)
0peIYNId)
OSINN

N
QAL




98

ANEXO J - Membro da Organizacdo do VIII Simpdésio Internacional sobre

Cogumelos no Brasil.
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ANEXO K — Estagio de docéncia.

Universidade de Sorocaba
Oficio PROAC n© 057/2015

Sorocaba, 21 de outubro de 2015.

DECLARACAO

A Universidade de Sorocaba declara para os devidos fins a
discente Sara Rosicler Vieira Spim, CPF 109.859.368-51, RG
18.598.373-X, bolsista do Programa de Suporte a Pdés-Graduacdo de
Instituigbes de Ensino Particulares (PROSUP/CAPES), realizou estagio
docéncia nesta Instituicdo, no componente curricular de Farmacologia
Basica, nos cursos de Nutrigdo, Enfermagem e Farmacia, totalizando uma
carga horaria de 80 horas.

O referido estagio foi realizado sob orientacdo da Profa. Dra.
Denise Grotto, docente do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Uniso, e envolveu as seguintes atividades:

a) acompanhamento aulas expositivas (elaboragdo e apresentagdo);

b) acompanhamento da elaboragdo de semindrios de estudos dirigidos
(selegdo de artigos e elaboragdao de modelo de avaliagéo);

¢) acompanhamento e elaboragdo de avaliacdes teodricas;

d) auxilio no atendimento aos alunos nas dividas sobre os contetdos
apresentados;

e) Conferéncia de palestra sobre o tema “Interacdo Medicamentosa Entre
Medicamentos e Alimentos”;

Prof.

ro-Reitor Académico

Sorocaba . Campus Semindrio (15) 2101.4000 | Campus Trjfo (15) 21012000 | Cidade Universitria (15) 2101.7000 | Tieté . Uridade Tiet2 (15) 32825181 WA UNISO br




