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RESUMO

O estudo foi dividido em duas etapas: na 12 Etapa foi realizado um estudo de revisao
integrativa da literatura sobre ensaios com DMG-STZ; na 22 Etapa foi realizado um
ensaio pré-clinico in vivo com animais DMG-STZ expostos ao cogumelo Lentinula
edodes. A revisdao integrativa da literatura seguiu as etapas preconizadas:
formulacdo do tema, estabelecimentos de critérios de estudo, definicbes das
informacdes extraidas dos estudos selecionados, avaliacdo dos estudos e
apresentacdo dos resultados. Este trabalho foi desenvolvido através de método
tedrico descritivo e retrospectivo, por meio de um levantamento bibliografico de
artigos cientificos, e revisdes literarias encontradas em uma base de dados. As
buscas foram realizadas em publicacdes até maio de 2016. Foram encontrados 106
artigos os quais foram subdivididos em temas: avalicdo de parametros bioquimicos
maternos, avaliacdo fetal, avaliacdo de recém-nascidos, tratamento com produtos
naturais. Entretanto, apés a leitura dos mesmos, 48 artigos descrevem o DMG; 29
artigos referem-se e inducao do diabetes por STZ antes da gestacédo; 03 artigos sao
de inducdo de diabetes pd4s-parto; 05 artigos sdo de revisdo; e 21 artigos que
embora se enquadrassem nos critérios de inclusdo definidos, ndo atenderam aos
objetivos desta revisdo. O ensaio pré-clinico avaliou os feitos desse cogumelo sobre
0os parametros de capacidade reprodutiva, parametros bioquimicos, hematoldgicos,
e de estresse oxidativo em ratas prenhes com diabetes induzido por
estreptozotocina (DMG-STZ). Foi observada uma reducdo das perdas pré-
implantacdo nos animais diabéticos tratados com Lentinula edodes. Além disto, os
animais diabéticos apresentaram importantes alteracbes hematolégicas e
bioguimicas. Entretanto este cogumelo ndo foi capaz de reverter os efeitos
deletérios causados pelo diabetes na gestacéo.

Palavras chaves: Lentinula edodes. Diabetes Mellitus Gestacional. Estreptozotocina



ABSTRACT

The study was divided into two stages: in the first stage an integrative review of the
literature on GDM-STZ assays was performed; in second stage a pre-clinical in vivo
test was performed with GDM-STZ animals exposed to the mushroom Lentinula
edodes. The integrative review of the literature followed the recommended steps:
theme formulation, establishment of study criteria, definitions of information extracted
from selected studies, evaluation of studies and presentation of results. This work
was developed through a descriptive and retrospective theoretical method, through a
bibliographical survey of scientific articles, and literary reviews found in a database.
The research was carried out in publications until May 2016. We found 106 articles
which were subdivided into themes: evaluation of maternal biochemical parameters,
fetal evaluation, evaluation of newborns and treatment with natural products.
However, after reading them, 48 articles describe GDM; 29 articles refer to and
induction of diabetes by STZ before gestation; 03 articles are for induction of
postpartum diabetes; 05 articles are for review; And 21 articles that, although
meeting the defined inclusion criteria, did not meet the objectives of this review. The
pre-clinical study evaluated the effects of this mushroom on parameters of
reproductive capacity, biochemical, hematological parameters, and oxidative stress
in pregnant rats with streptozotocin-induced diabetes (GDM-STZ). A reduction of pre-
implantation losses was observed in diabetic animals treated with Lentinula edodes.
In addition, diabetic animals presented important hematological and biochemical
alterations. However, this mushroom was not able to reverse the deleterious effects
caused by diabetes during pregnancy.

Keywords - Lentinula edodes. Gestational Mellitus Diabetes. Streptozotocin
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1 APRESENTACAO

Devido as grandes complicacbes que o diabetes mellitus gestacional
(DMG) pode causar nos conceptos, muitos protocolos de estudos vém
empregando a estreptozotocina (STZ) como uma ferramenta importante para a
compreensao das diversas sequelas que acometem os individuos expostos a
hiperglicemia gestacional. Entretanto, existem muitas divergéncias entre os
protocolos que empregam o modelo DMG-STZ. Sdo poucos os estudos pré-
clinicos in vivo com produtos naturais que abordam a reducao dos efeitos da

estreptozotocina sobre a capacidade reprodutiva de ratas.

Em estudos realizados com diversas espécies de cogumelos no tratamento
das dislipidemias, observou-se que o Lentinula edodes (Shiitake) foi a espécie
de fungo que apresentou os mais elevados teores de vitamina C, B12 e D.
Célcio, potassio, magnésio, fosforo, sodio, cobre, ferro, manganés e zinco
representam de 56 a 70% do total de cinzas deste cogumelo. Entretanto, o
grande destaque dos valores nutricionais e medicinais do Lentinula edodes
esta relacionado ao teor de glucanas, em especial ao teor das B-glucanas. A B-
glucana presente no Lentinula edodes, conhecida como lentinan ou lentinana,
parece ser a responsavel por algumas das propriedades medicinais deste
cogumelo o que faz com que, tradicionalmente, seja utilizado para o tratamento

de doencas como as dislipidemias e o diabetes.

Em nossos ensaios preliminares com Lentinula edodes em ratos machos,
foi observado que a dose de 100 mg/Kg/dia apresenta potencial para o
tratamento das dislipidemias. Nos estudos com ratas prenhes, observamos que
as doses de 400 mg/Kg/dia e 800 mg/Kg/dia mostraram-se toéxicas tanto para

as maes, quanto para o concepto.

O estudo foi dividido em duas etapas: na 12 Etapa foi realizado um
estudo de reviséo integrativa da literatura sobre ensaios com DMG-STZ; na 22
Etapa foi realizado um ensaio pré-clinico in vivo com ratas DMG-STZ expostas
ao cogumelo Lentinula edodes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo busca avaliar os efeitos do Lentinula edodes sobre o
diabetes gestacional de ratas, induzido por estreptozotocina (DMG-STZ),

considerando-se suas potencialidades nutricionais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar na literatura os modelos empregados para estudos com
DMG-STZ em ratos.

e Dosar as p-glucanas presentes nos cogumelos obtidos

comercialmente.

e Avaliar a toxicidade do Lentinula edodes sobre a capacidade

reprodutiva de ratas.

e Avaliar os efeitos protetores do Lentinula edodes sobre a atividade

toxica da estreptozotocina em ratas no inicio de gestacao.
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3 CAPITULO 1 - REVISAO INTEGRATIVA DA LITERATURA

Realizou-se uma reviséo integrativa da literatura que seguiu as etapas
preconizadas: formulacdo do tema, estabelecimentos de critérios de estudo,
definicbes das informacgdes extraidas dos estudos selecionados, avaliagdo dos
estudos e apresentacao dos resultados. A figura 1 ilustra a indagacgéo inicial da
revisdo sobre o DMG-STZ, os instrumentos e os produtos cientificos avaliados.

Figura 1. Indagacéo inicial da revisdo sobre DMG-STZ e os temas cientificos avaliados.

Quais os principais desenhos de estudo empregados em ensaios
pré-clincos de DMG-STZ em ratos

PubMed

. _ Protocolos empregados
Modelos para indugéo de Protocolos empregados para a avaliac&o do
DMG-STZ para a avaliacdo pré-natal desenvolvimento poés-
natal

Fonte: elaboracao propria.

Este trabalho foi desenvolvido através de método tedrico descritivo e
retrospectivo, por meio de um levantamento bibliografico de artigos cientificos,
e revisdes literarias encontradas na base de dados PubMed. Foram
considerados os artigos publicados até maio de 2016.

Para busca virtual, empregaram-se trés combinacdes de quatro
descritores/palavras-chaves (busca 1): pregnancy AND hyperglycemia AND

rats AND streptozotocin; (busca 2): pregnancy AND insulin resistance AND
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rats AND streptozotocin; (busca 3): pregnancy AND glucose intolerance AND

rats AND streptozotocin.

Os critérios de inclusédo incluem: artigos disponiveis para livre acesso na
integra, relevancia e consonancia aos objetivos desta pesquisa, artigos

disponiveis no idioma inglés, portugués e espanhol.

Os critérios de excluséo incluem: titulos repetidos, artigos indisponiveis

para livre acesso na integra, artigos disponiveis em outros idiomas.

Os artigos originais foram organizados inicialmente por éarea de
conhecimento, compreendendo: objetivo, delineamento experimental,
intervencdo, metodologia, resultados e a indicagdo da origem dos artigos. Os

artigos de revisao ou opinido foram utilizados no corpo do trabalho.

O resultado desta revisdo integrativa é o artigo de revisdo intitulado
“Protocolos perinatais empregados para a avaliacdo do diabetes mellitus
gestacional induzido por estreptozotocina em ratas”.

3.1 Resultado dareviséo integrativa da literatura

Protocolos perinatais empregados para a avaliagdo do diabetes mellitus

gestacional induzido por estreptozotocina em ratas.

Perinatal protocols employed for the evaluation of diabetes mellitus gestational induced

for streptozotocin in rats.

Marli Gerenutti’ Bianca Hessel Maschio?® Leticia Favara Laurino®, Fabia Judice

Marques Viroel*

'Doutora em Patologia Experimental e Comparada pela Universidade de S&o Paulo,
Professora Titular da Universidade de Sorocaba-SP, Laboratério de Pesquisa
Toxicolégica (Lapetox), “Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de

Sorocaba-SP, *Mestranda do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
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Resumo

Introducdo: Devido as complicacdes que o diabetes mellitus gestacional (DMG) pode
causar nos conceptos, muitos protocolos de estudos vém empregando a estreptozotocina
(STZ) como uma ferramenta importante para a compreensao das diversas sequelas que
acometem os individuos expostos a hiperglicemia gestacional, na fase adulta. Objetivo:
Sintetizar os protocolos experimentais que vem sendo utilizados para os estudos de
embrides, fetos e filhotes de ratos com DMG estreptozotocina induzida (DMG-STZ).
Metodologia: Revisdo integrativa da literatura das abordagens metodoldgicas
quantitativas, aplicadas a estudos da DMG-STZ em ratos. Trés pontos foram
destacados nesta revisdo: a) Doses e principais vias de administracdo da STZ,
concentracdo plasmatica de glicose para reconhecimento do DMG-STZ; b) Protocolos
empregados para a avaliacdo pré-natal ¢) Protocolos empregados para a avaliacdo do
desenvolvimento pds-natal. As doses encontradas variaram entre 30 e 135 mg/Kg para
administracdo por via intraperitoneal; entre 15 e 65 mg/Kg para via intravenosa e na
dose de 45 mg/Kg para via subcutdnea. Os valores glicémicos sanguineos para
reconhecimento do DMG ficaram entre 97 e 500 mg/dL. Resultado: Os estudos pré-
natais abordaram a embriopatia diabética associada ao desenvolvimento do sistema
nervoso central e a funcdo renal, além das alteracdes no transporte Gtero-placentario-
fetal; os estudos pds-natais enfatizaram a correlacdo entre a macrossomia neonatal e a
dislipidemia pdés-natal, o desenvolvimento comportamental pds-natal e as alteracdes
cardiovasculares. Conclusdo: Embora existam grandes diferencas metodoldgicas entre
os protocolos empregados, podemos concluir, por esta revisao, que a DMG-STZ ainda é
um bom modelo para os estudos dos efeitos da hiperglicemia sobre os conceptos.

Palavras-chave: Estreptozotocina, Diabetes Mellitus Gestacional, Macrossomia Fetal.

Abstract

Introduction: Due to the high complications that gestational diabetes mellitus (GDM)
can cause in the concepts, many studies protocols have been using streptozotocin (STZ)
as an important tool to understand the different sequelae that affect individuals exposed

to gestational hyperglycemia in adulthood. Objective: Synthesize the experimental
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protocols that have been used to study the embryos, fetuses and pups of rats with GDM-
STZ. Methodology: In this work, we have developed an integrative literature review,
including quantitative methodological approaches that can be applied to studies of
GDM-STZ in rats. Three points were highlighted in this study: a) Doses and central
routes of STZ administration, and plasma glucose concentration for recognition of
GDM-STZ; B) Protocols used for prenatal evaluation c) Protocols used for the
evaluation of postnatal development. The doses found ranged from 30 to 135 mg kg for
intraperitoneal administration; Between 20 and 65 mg/kg for the intravenous route and
at the dose of 45 mg/kg for the subcutaneous route. The blood glucose values for
recognition of GDM were between 97 and 500 mg/dL. Prenatal studies addressed
diabetic embryopathy associated with central nervous system development and renal
function in addition to changes in utero-placental-fetal transport. Results: On the other
hand, postnatal studies emphasized the correlation between neonatal macrossomia and
postnatal dyslipidemia, postnatal behavioral development and cardiovascular changes.
Conclusion: Although there are large methodological differences between the protocols
employed, we can conclude from this review that GDM-STZ is still a good model for
the studies of the effects of hyperglycemia on the concepts.

Keywords: Streptozotocin, Gestational Mellitus Diabetes, Fetal Macrossomia.

INTRODUCAO
Emprego da estreptozotocina em protocolos experimentais

Segundo Shafrir (2001) a primeira descricdo dos sintomas de diabetes na
literatura mundial foi registrada no papiro de Ebers (1550 a.C.). Este autor reporta que
o diabetes se liga a descri¢do de poliuria a Imhotep, alto sacerdote ¢ ministro do Farad
Zosser em 3000 a.C., dedicado a medicina. Posteriormente dois médicos gregos da Era
Romana (130-201 d.C.) Galeno (Roma) e Arateus (Capaddcia) delinearam esta doenca
(POTER, 1997). Segundo Major (1959), a descricdo do diabetes grave, descrita por
Arateus (150 d.C.), representou a soma de todos os conhecimentos até a segunda

metade do século XVII :

“O diabetes ¢ uma afeccdo maravilhosa, ndo muito frequente entre os
homens, e se caracteriza pela liquefacdo da carne e dos membros em urina.

Seu curso possui natureza fria e Umida, como na hidropisia. O curso é
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comum, ou seja, 0s rins e a bexiga; pois 0s pacientes nunca param de
produzir dgua e o fluxo é incessante, como na abertura de aquedutos.
Portanto, a natureza da doenca ¢ crénica, levando um tempo bastante longo
para se formar: porém a vida do paciente é curta, se a constituicdo da
doenca se estabelecer completamente, pois a liquefacéo ¢ rapida e a morte

mais rapida ainda."

Holemans et al. (2003) afirmam que os estudos pré-clinicos com animais e
estudos epidemioldgicos confirmaram que as perturbacfes no inicio da vida podem ter
consequéncias persistentes na fase adulta. A maioria desses estudos associa a restrigéo

do crescimento intrauterino ao risco aumentado de transtornos metabdlicos futuros.

Farrell et al. (1982) , devido as dificuldades encontradas para a investigacdo do
Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) em humanos, enfatizaram a necessidade da
padronizacdo de modelos de estudos com animais. Segundo Rees e Alcolado (2005), os
modelos com animais tém sido amplamente utilizados na pesquisa sobre diabetes. Na
descoberta e a purificacdo da insulina, foi confirmada a importancia do pancreas sobre a
homeostase da glicose, utilizando cdes como modelo animal. Atualmente a maioria dos
experimentos utilizam os roedores, embora alguns estudos ainda sejam realizados em
animais maiores. Entretanto, a escolha da espécie animal a ser utilizada nas

investigacBes dependera das hipoteses que estardo sendo abordadas.

Devido as grandes complicacdes que o diabetes pode causar durante o
desenvolvimento pés-natal, modelos animais com diversos agentes quimicos vem sendo
empregados para aprofundar os conhecimentos sobre essa patologia, na tentativa de
busca pelo tratamento mais eficaz. A estreptozotocina (STZ), agente antimicrobiano, é
um dos exemplos de agente quimicos, o qual vem sendo empregado ha algumas décadas
como indutor do diabetes em animais de experimentacdo. Seu efeito como droga -
citotoxica pancreatica estd bem caracterizado e a poténcia de seu efeito diabetogénico,
depende da especie animal empregada, das doses e das vias de administragdo
(DAMASCENO et al. 2014; KANWAR et al. 2005). Entretanto, Caluwaerts et al.
(2003) afirmam que doses baixas de STZ ndo sdo um bom modelo para DMG devido a
alta variabilidade nos niveis de glicose, a resposta normal da insulina e a auséncia de

macrossomia fetal. Buchanan et al. (1994) afirmam que a taxa de glicose néo € Unico
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fator responsavel pelo aumento dos indices de malformacdo fetal. Estes autores
empregando ensaios in vitro com embrides tratados com soro de fetos provenientes de
mées com DMG-STZ demonstraram que a administracdo de insulina pode reduzir os
efeitos teratogénicos da hiperglicemia, entretanto a hipercetonemia acompanhada ou

ndo de hiperglicemia, pode aumentar a taxa de malformagao fetal.

Por outro lado, Lorenzo et al. (1983) ressaltaram que a administragdo oral de
glicose durante o final da gestacdo aumenta a taxa de lipogénese hepética fetal pois
aumenta a atividade das enzimas lipogénicas, entretanto a inducdo de DMG-STZ no

final da gestacédo ndo altera esta lipogénese no feto.

Segundo Damasceno et al. (2014) a perda das ilhotas pancreéticas e a reducéao
de massa celular produtora de insulina sdo aspectos relevantes da patogénese diabética.
Além disto, estes autores consideraram a importancia do estudo sobre a regeneracdo das
células beta pancredticas, ndo apenas para compreender os fatores envolvidos neste
processo, mas também para fornecer novos conceitos que serdo base para o tratamento

do diabetes.

Natif et al. (2003) observaram que quando as maes DMG-STZ foram tratadas
com o anti-hipertensivo Losartana ou com insulina, houve uma reducdo da hipertrofia
renal e excrecdo proteica. A hiperlipidemia causada pelo DMG-STZ contribui
diretamente para diminuicdo da ligacdo das proteinas plasmaticas com a insulina,
diminuindo a distribuicdo desta pelo plasma (ANGER e PIQUETTE-MILLER 2010).

Por outro lado, utilizacdo de extratos de plantas medicinais e de alguns
alimentos, como adjuvantes no tratamento do DMG, ha algumas décadas, tem
despertado o interesse da comunidade cientifica. A utilizacdo de Albemoschus
esculentus (quiabo), por exemplo, demonstrou que na dose de 200 mg/Kg/dia, pode
diminuir os niveis de estresse oxidativo e a resisténcia a insulina em ratos com DMG-
STZ (TIAN et al. 2015). Yessoufou et al. (2014) ao estudarem aos extratos de Picralima
nitida (sementes), Nauclea latifolia (raiz e caule) e Oxytenanthera abyssinica (folhas),
plantas comuns em paises africanos, também observaram atividades antioxidantes, anti-

hiperglicémicas e imunossupressoras promissoras para as maes com DMG-STZ.
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Sendo assim, 0 objetivo desta revisdo é demonstrar os protocolos experimentais
que vem sendo empregados para os estudos de embrides, fetos e filhotes de ratas com
DMG-STZ.

MATERIAL E METODOS
Metodologia empregada para busca e anélise dos dados

Realizou-se uma revisdo integrativa da literatura que seguiu as etapas
preconizadas: formulacdo do tema, estabelecimentos de critérios de estudo, defini¢bes
das informacGes extraidas dos estudos selecionados, avaliacdo dos estudos e
apresentacdo dos resultados. Este trabalho foi desenvolvido através de método tedrico
descritivo e retrospectivo, por meio de um levantamento bibliografico de artigos
cientificos, e revisdes literarias encontradas em uma base bancos de dados (PubMed).

As buscas foram realizadas em publicacdes até maio de 2016.

Para busca virtual, foram empregadas trés combinacbes de quatro
descritores/palavras-chaves busca 1: pregnancy AND hyperglycemia AND rats AND
streptozotocin; busca 2: pregnancy AND  insulin resistance AND rats AND
streptozotocin; busca 3: pregnancy AND glucose intolerance AND rats AND

streptozotocin.

Os critérios de inclusdo incluem: artigos disponiveis para livre acesso na integra,
relevancia e consonancia aos objetivos desta pesquisa, artigos disponiveis no idioma
inglés, portugués e espanhol. Os critérios de exclusdo incluem: titulos repetidos, artigos
indisponiveis para livre acesso na integra, artigos disponiveis em outros idiomas,

tratamento em machos, animais transgénicos, avali¢do in vitro.

Foram selecionados artigos que empregaram os ratos: Sprague-Dawley (Albino,
cabeca fina e cauda larga, bastante prolifera, mas menos resistente a enfermidades
respiratdrias); Wistar (Albino, de cabeca larga, com a cauda mais curta que 0 seu corpo,
de orelhas largas, resistente a certas enfermidades respiratdrias, porém menos
proliferas); e Long Evans (menor que as albinas, de pelo escuro ou negro em algumas
partes da cabeca e do tronco dorsal, resistentes a enfermidades respiratorias que as

albinas).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Quantificacao e distribuicao dos artigos encontrados

Foram encontrados 77 artigos na busca 1, 21 na busca 2 e 08 artigos na busca 3,

totalizando 106 artigos, os quais foram subdivididos conforme a figura 2.

Figura 2. Quantificacéo e distribuicdo dos artigos encontrados.
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Fonte: Elaboragéo propria

Os artigos selecionados para esta revisao foram subdivididos nos temas:
modelos para inducdo de DMG-STZ; protocolos empregados para a avaliacao pré-natal
dos efeitos da DMG-STZ; e protocolos empregados para a avaliagdo da DMG-STZ no

desenvolvimento pds-natal.
Modelos para indu¢do de DMG-STZ

Os modelos para indugdo de DMG-STZ estdo representados na Tabela 1, a qual
indica as principais doses, vias de administracdo, os periodos da gestagdo onde ocorreu
a exposi¢cdo a STZ para a inducdo do DMG, o tampdo utilizado para diluicdo e as
linhagens dos animais. Os resultados apresentados na tabela 1 indicam que na definicao
de protocolos para DMG, as doses variaram entre 30 e 135 mg/Kg para administragdo
por via intraperitoneal; entre 15 e 65 mg/Kg para via intravenosa e na dose de 45 mg/Kg
para via subcutanea. O tampdo utilizado para diluicdo da STZ, quando citado, foi o
tampdo citrato cujo pH variou entre 3,5 e 4,5. Observa-se que ndo houve uma
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padronizacdo dos dias de gestacédo para a inducdo do DMG-STZ, e estes variaram do 1°
ao 13° dia apds a confirmacao da prenhes. Quatorze trabalhos ndo confirmaram a DMG-
STZ, sendo que a dosagem de glicemia foi realizada apenas no decorrer dos
experimentos, ou seja, durante a realizagdo dos protocolos de estudo. Nos trabalhos
onde a DMG-STZ foi confirmada, os autores consideraram como diabetes os valores
glicémicos sanguineos entre 97 e 500 mg/dL e valor urinario de 342 e 500 mg/dL.

[inserir tabela 1]
Protocolos empregados para a avaliacdo pré-natal dos efeitos da DMG-STZ

Os protocolos encontrados para a avaliacdo embrionéaria e/ou fetal dos conceptos
de mées DMG-STZ foram abordados em 22 artigos que compreenderam estudos como
a analise de embriopatia diabética no desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC) e na nefrotoxicidade, além das alteraces no eixo Utero-placentario-fetal,
dosagens de insulina e hormonios fetais e, efeitos protetores sobre o embrido. A tabela 2
mostra os protocolos para a avaliacdo fetal e placentéria de animais com DMG-STZ.

A embriopatia diabética (ED) é um processo teratogénico multifatorial que pode
induzir primariamente alteracdes na membrana do saco vitelinico, como restricbes no
crescimento embriofetal e, também, podem produzir modificacbes nas estruturas
celulares afetando os processos bioquimicos fetais. Este processo pode desencadear
caminhos de sinalizacdo apoptética e inibir as vias de sobrevivéncia celular, induzindo

malformacdes embrionarias (REECE et al. 2005).

Um dos principais alvos da ED é o SNC e o antioxidante mio-inositol, que esta
diretamente envolvido com a reducdo das alteragbes no SNC na hiperglicemia. A
hiperglicemia pode causar deficiéncia intracelular deste antioxidante cuja restauragao
intracelular pode ser benéfica na prevencdo de danos do diabetes. A suplementacéo
dietética com mio-inositol e/ou mio-inositol associado ao &cido aracnoico e vitamina E,
reduz a incidéncia de embriopatia diabética e pode servir como uma profilaxia
farmacologica contra malformacgdes congénitas do SNC no DMG, reduzindo a taxa de
apoptose e de malformacdes embrionérias (REECE et al. 2006; REECE et al. 2005;
REECE et al. 1997; SUSSMAN e MATSCHINSKY 1988).

A hiperglicemia promove um retardo do desenvolvimento dendritico, resultante

da sinalizacdo anormal do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
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- IGF-1R no cérebro fetal, e atrasar o remodelamento e a maturacdo das estruturas
derivadas das células da crista neural (SALAZAR et al. 2015; JING et al. 2014).

Singh et al. (1997) utilizando modelos de hiperglicemia fetal e o
hiperinsulinismo intracerebroventricular, observaram supressao das concentracdes de
neuropeptidio Y (NPY) no cérebro fetal. O NPY é um neurotransmissor que media as
funcdes bioldgicas como reatividade vasomotora, funcdo sexual, producdo de
horménios e controle metabolico, sendo que sua redugdo pode induzir a um

comportamento anorexico.

O DMG favorece a formacéo de produtos finais de glicacdo avancada, os AGEs
(Advanced Glycation End-products). O estresse oxidativo, base da disfuncéo endotelial
envolvida nas complicacbes vasculares na DMG resultam da interacdo AGE-RAGE
(receptor para AGE), a qual inicia uma cascata de processos inflamatérios e
coagulantes. As isoformas sollveis de RAGE (SRAGE e esRAGE) tém sido apontadas
como preditores de risco para estas complicagdes. Entretanto Tang et al. (2015)
observaram que a administracdo de SRAGE em ratas DMG-STZ, demonstrou efeito
protetor no desenvolvimento dos fetos, pois atenuou o aumento da glicose sanguinea e

reduziu as alteracdes fetais.

A exposicdo a hiperglicemia in Gtero também pode causar nefrotoxicidade, a
qual estd associada a uma diminuicdo da biodisponibilidade de IGF-II, receptor na
patogenia da nefrogénese, levando a consequéncias renais tardias (DUONG et al. 2003;
AMRI et al. 2001, AMRI et al. 1999).

O DMG-STZ pode afetar a regulacdo dos glicocorticoides nos fetos,
contribuindo com o aumento da incidéncia da hipertensdo arterial nos animais adultos
(FUJISAWA et al. 2004). O estudo que propdés o tratamento com insulina para 0 DMG-
STZ para avaliar a atividade periférica adrenocortical demonstrou que ha normalizacéo
da glicose e da aldosterona fetal (MALEE e WU 1999).

A hiperglicemia da DMG promove alteragbes importantes no eixo Utero-
placentario-fetal, que podem afetar as células placentarias Hofbauer (HBC),
estimulando as mesmas a desenvolver processos inflamatorios (SISINO et al. 2013). As
anormalidades do crescimento placentario durante a DMG-STZ podem estar
relacionadas aos niveis de receptor de glicocorticoide (GR) e das proteinas



22

transportadoras de glicose-3 (GLUT3) (KORGUN et al. 2011; BOILEAU et al. 1995);
as concentracBes anormais de glicose alteram os niveis de GLUT-1 na placenta,

podendo resultar em hipoxia alterando o desenvolvimento fetal (DAS et al. 1998).

Medicbes das respostas colinérgicas das células da musculatura lisa das artérias
uteroplacentarias indicam que a hiperglicemia do DMG promove uma deficiéncia
severa na vasodilatacdo, alterando as propriedades mecénicas das artérias radiais
uterinas. Embora a DMG ndo comprometa o crescimento vascular uterino materno esta
disfuncdo contribui para a reducdo do fluxo sanguineo uteroplacentario em animais
(GOKINA et al. 2013; PHILLIPIS et al. 2012).

A hiperglicemia leve cronica na DMG-STZ gera um incremento da
lipoperoxidacdo e um aumento da fluidez da membrana mitocondrial, aparentemente
devido a alteracdes na composicdo de acidos graxos que como consequéncia, gera um
mau funcionamento mitocondrial da placenta (FIGUEROA-GARCIA et al. 2015). A
relagdo entre o esgotamento dietético do cromo e a DMG-STZ mostrou aumento da
excrecdo de hidroxiprolina urinaria das maes e reducdo do peso da placenta, das
proteinas fetais e das concentracfes de IGF-I e IGF-11 fetal, entretanto o cromo nao teve
efeito nos hormdnios maternos, na glicose, e na hidroxiprolina da placenta e do feto
(SPICER et al. 1998).

Falkay et al. (2007) considera ainda que o DMG deprime as fungdes
adrenérgicas pré-sinapticas do miométrio, servindo como um possivel marcador de

neuropatias periféricas na hiperglicemia da gestacéo.
[inserir tabela 2]

Protocolos empregados para a avaliagdo da DMG-STZ no desenvolvimento pés-

natal

Dezenove estudos que abordaram a avaliagdo do desenvolvimento de filhotes de
mées com DMG-STZ apontaram que as principais alteracbes dizem respeito a
resisténcia insulinica com consequente obesidade na fase adulta, alteragbes no
desenvolvimento do sistema nervoso central resultando de mudangas de

comportamentais e, comprometimentos cardiovasculares (tabela 3).
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Quantidades moderadas de STZ podem ser utilizadas para estudar as alteragdes
fisiopatologicas em diferentes condigbes de DMG-STZ (LOPEZ-SOLDADO e
HERRERA 2003). A macrossomia neonatal parece estar associada a alteracdes no
metabolismo de colesterol na idade adulta, sendo que a gravidez diabética deve ser
considerada como um dos potenciais fatores de risco para doencas metabdlicas
posteriores como a dislipoproteinemia em adultos (MERZOUK et al. 2001). Merzouk et
al. (2002) ao avaliarem a ontogénese das lipoproteinas (VLDL, LDL, HDL1, HDL2 e
HDL3) e da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) e teciduais em prole
descendentes de ratos obesos ligeiramente hiperglicémicos, observaram que o0
aparecimento de resisténcia a insulina esteva associado as anormalidades destas

lipoproteinas.

As dietas ricas em gorduras aceleram o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, principalmente através de uma resposta compensatoria de ilhotas pancreéticas
(SONG et al. 2012). Embora filhotes de DMG-STZ com dieta balanceada apresentem
hipertensdo e intolerancia a glicose, ndo possuem alteracdes no metabolismo lipidico
(BLONDEAU et al. 2011). Por outro lado, a restri¢do nutricional pés-natal pode resultar
na reversao da obesidade no adulto, explicando assim, a heterogeneidade fenotipica que
existe nestes descendentes (THAMOTHARAN et al. 2003).

OH et al. (1991) em estudos de 3 geracdes com ratos macrossdomicos afirmam
que a perpetuacdo da obesidade e a intolerancia a glicose entre geragdes € o resultado de
alteracdes metabolicas intrauterinas e ndo estdo relacionadas a fatores genéticos. A
tolerancia glicémica anormal observada em progénies obesas e hiperinsulinémicas se
devem a resposta dos adipocito e da menor capacidade de ligacdo ao receptor de
insulina (GELARDI et al. 1990).

Segundo Chandna et al. (2015) a hiperglicemia materna crénica pode alterar o
desenvolvimento normal do hipocampo e o comportamento da prole, efeitos que podem
ser mediados pelo aumento da sinalizacéo de receptores AGES (receptores de produtos
finais da glicacdo - RAGE) no ceérebro fetal, induzindo retardo no desenvolvimento de
mudancas de estratégia pelos animais. Filhotes de mdes DMG, durante o periodo
neonatal e pds-natal apresentam alteracGes especificas dos sistemas catecolaminérgicos

dos reguladores hipotalamicos do peso corporal e metabolismo, resultando na
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diminuicdo do peso corporal e no aumento da insulina pancreatica (PLAGEMANN et
al. 1998). DMG-STZ aumenta a susceptibilidade para a ocorréncia de doengas
relacionadas a desordens metabolicas também relacionadas aos receptores LXRs

(receptor X hepético) no hipocampo e hipotalamo de filhotes (KRUSE et al. 2014).

A exposicdo a um ambiente hiperglicémico durante o ultimo tergo da gestacdo
resulta em anormalidades cardiovasculares na prole e as consequentes disfuncGes
cardiacas podem persistir na fase adulta (AGOUDEMOS et al. 2011; SEGAR et al.
2009). O grau de hiperglicemia materna pode determinar o tipo de cardiomiopatia
observada na descendéncia, ao passo que a resolucao das cardiomiopatias hipertrofica e
dilatada estd associada a ativacdo da sinalizacdo MAPK (ativacdo por mitdgenos das
proteinas quinases) e das vias apoptdticas (REINKING et al. 2009). Em contrapartida,
Nasu-Kawaharada et al. (2013) observaram que a alimentacdo rica em 6leo de peixe de
maes DMG-STZ pode elevar os niveis da proteina quinase (Akt) cardiaca nos filhotes,

diminuindo o risco de hipertrofia cardiaca.

A DMG-STZ afeta a funcdo cardiovascular na prole, induzindo hipertensao, por
disfuncdo barorreflexa e ativacdo do sistema renina-angiotensina, além do aumento na
resposta contratil dos vasos de resisténcia (RAMOS-ALVES et al. 2012; WICHI et al.
2005). Os autores acreditam que o papel dos prostandides derivados de COX-2 podem
contribuir nessa elevacdo da resisténcia vascular e da pressdo sanguinea. Katkhuda et al.
(2012) afirmam que a mudanca da sinalizacdo de espécies reativas de oxigénio também
contribuem para a alteracdo da hemodinamica. Algumas alteracbes nas células
sanguineas, como a reducdo de neutrofilos podem ocorrer na idade adulta (BLUE et al.
2015).

[inserir tabela 3]
CONCLUSAO

As principais vias de administracdo empregadas nos modelos foram a via
intravenosa e a intraperitoneal; as doses administradas variaram entre 15 e 135 mg/Kg
da STZ; a concentracdo plasmatica de glicose para reconhecimento do DMG-STZ
variou entre 97 e 500 mg/Kg; as linhagens Sprague-Dawley e Wistar foram as mais
empregadas no modelos. Os estudos pré-natais abordaram a embriopatia diabética

associada ao desenvolvimento do sistema nervoso central e a funcdo renal além das
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alteracfes no transporte Utero-placentario-fetal. J& os estudos pds-natais enfatizaram a
correlacdo entre a macrossomia neonatal e a dislipidemia pds-natal, o desenvolvimento
comportamental pos-natal e as alteracdes cardiovasculares. Embora existam grandes
diferencas metodoldgicas entre os protocolos empregados, especialmente quando as
doses e ao tempo de inducdo do DMG podemos concluir, que a DMG-STZ ainda é um
bom modelo para os estudos dos efeitos da hiperglicemia sobre o0s conceptos.
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Espécie animal utilizada:

Ratos Wistar

Protocolo para a indugdo do DMG-STZ

Protocolo para a confirmacéo do DMG-STZ

Diluicdo

N Dose em Tampio Via Qe_ i Dias d~e N|'ve_is de glicose para Dias _de ggstagéo avaliacéo Referéncia
(mg/kg) Citrato administracdo  gestacdo confirmagdo do DMG-STZ de glicemia

30 25 - v 10 - 3013019° TANG et al. 2015
10 30 pH=4.5 IP 1° - 20° PLAGEMANN et al. 1998
30 40 pH=45 IP 5o 100 -300 mg/dL 130 16° 18° 20° MERZOUK et al. 2001
13 40 pH=45 IP 5o 100 -300 mg/dL 130 16° 18° 20° MERZOUK et al. 2002
6-20 45 pH=45 v 5o - 70 80Qe LORENZO et al. 1983
12 50 pH=4.5 v 7° 250-400 mg/dL 140 -21° WICHI et al. 2005
07 50 - IP 7° 250-500 mg/dL 14° RAMOS-ALVES et al. 2012
10 55 pH =45 v 10°0 500 mg/ dL (na urina) 11°12°13° (coleta por 24h) ~ NATIF et al. 2003
15 60 pH=45 v 2° - - NASU-KAWAHARADA et al. 2013
9 60 - IP 2° > 300 mg/dL 30 -4° JING HONG et al. 2014
- 65 pH =45 IP 7° - 21° SISINO et al. 2013
6 65 - IP 1° - 40 BOILEAU et al. 1995

10 135 pH=45  IP 20 200 mg/dL 210 ;(')%’EROA'GARC'A etal.
- 20 (em 5 doses) - IP 5° a0 9° - 120 - 16° YESSOUFOU et al. 2013
6 30-35-400u50 pH=4.2 - 1° - - CALUWAERTSET al. 2003

Espécie animal utilizada: Ratos Sprague-Dawley
Protocolo para a indu¢do do DMG-STZ Protocolo para a confirmagdo do DMG-STZ
Dose DIUEEBENT  ype Dias de Niveis de glicose para Dias de gestagdo avaliagio Referéncia

N (mg/kg) -Cr?trgt)go administracdo  gestacdo confirmagdo do DMG-STZ de glicemia

- 15a35 pH=4.5 v 30 > 180 mg/dL g0 21° THAMOTHARAN et al. 2003
3 35e45 pH =45 IP 1° 270-340 e > 360 mg/dL 3° AMRI et al. 1999



12-17

25-38

25,30e35

50-55
50-55
30
35
35
35
35
37
40
40
40
40

45

45
45
50
50
50
50
50

55

60
60
60
65
65
65

pH=4.5

pH=4.5
pH=4.0
pH=4.5

pH=4.5
pH =4.2

pH=4.5

pH=4.3
pH =45
pH=44

pH=45

pH=35

pH=35
pH =45

10
20
20
10
10
30
10
50
50
10
40
10
10
60
70
12°
12°
12°
13°
50
13°
60
10
60
12°

60
60

Entre 140 e 450 mg/dL
> 126 mg/dL

>180 mg/dL
270 -360 mg/dL
100 -300 mg/dL
336 mg/dL

300 mg/dL

97 mg/dL

> 360 mg/dL

> 252 mg/dL

250 -400 mg/dL
160 mg/dL
200-400 mg/dL
100-400 mg/dL
>200 mg/dL
100-400 mg/dL

> 500 mg/dL

Né&o confirmou

> 250 mg/dL

342 mg/dL (na urina)
>360 mg/dL

>250 mg/dL

250 mg/dL

70
40

20°

30

5o

30

180190 20° 21°
6°

40

Somente apds o parto

7°- 20°

11°

13° 15°17° 21°
20

90 10°

80
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- 65 - v 6° - - Reece et al. 2005
180 mg/dL — moderada
- - 0 -
> % 12 > 243 mg/dL - severa Das etal. 1998
Espécie animal utilizada: Ratos Long-Evans
Protocolo para a indugdo do DMG-STZ Protocolo para a confirmacéo do DMG-STZ

Dose DIEEDENT  pe Dias de Niveis de glicose para Dias de gestagdo avaliagdo ~ Referéncia
N Tampéo o ~ x . 2 . :

(mg/kg) Citrato administracdo  gestacdo confirmagdo do DMG-STZ de glicemia
10 50 - IP 2-3 dias > 270 mg/dL - CHANDNA at al. 2015

*N: ndmero de animais por grupo; DMG-STZ: diabetes mellitus induzida por estreptozotocina; IP: via intraperitoneal; IV: via intravenosa; SC: via subcutanea



Tabela 2 - Protocolos para a avaliacdo fetal e placentaria de animais com DMG-STZ.
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Avaliacdo da embriopatia diabética associada ao desenvolvimento do sistema nervoso central e comportamento animal

Objetivo Metodologia Resultados Referencia
Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no  Caracteristicas morfologicas das estruturas
Awvaliar as caracteristicas antropométricas e  6° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 21° dia maxilofaciais derivadas da crista neural, ndo SALAZAR et al.
desenvolvimento maxilofacial de fetos. de gestacdo. Fixacdo de fetos e avaliagbes compativeis com a idade cronoldgica 2015
morfolégicas e histoldgicas. gestacional.

Avaliar hipétese de que a lesdo causada por
hiperglicemia nas membranas do saco
vitelino estd associada a interrupcdo das
vias de sinalizagéo apoptoticas celulares.

Avaliar a suplementagdo dietética com
antioxidantes na redugdo das taxas de
malformacao em ratos.

Avaliar se nas maes tratadas com mio-
inositol ocorre uma reducdo da embriopatia
diabética.

Avaliar os niveis de mioinositol e sorbitol
no neuroectoderma que sdo afetados pela
embriopatia diabética.

Administracdo de 65 mg/Kg de STZ, por 1V, no 6°
dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 12° dia de
gestagdo. O DNA foi extraido de células de saco
vitelino, para avaliagdo apoptose. A expressdo
proteica foi avaliada por ensaios de Western-blot.

Administracdo de 65 mg/Kg de STZ, por via IV, no
6° dia de gestacdo, realizagdo da cesarea no 12° dia
de gestacdo. O DNA foi extraido de células de saco
vitelino, a avaliacdo proteica foi realizada por
ensaios de Western-blot.

Administracéo de 65 mg/Kg de STZ, por via IV, no
6° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 12° dia
de gestacdo.  Avaliacdo do tubo neural, da
formacéo da placenta, e do peso do concepto.

Administracéo de 55 mg/Kg de STZ, por via IV, no
6° dia de gestacdo, realizagdo da cesarea no 12° dia
de gestacdo. Dosagem por técnicas histoquimicas
em tecido neuroectodérmico dos embrides de:
ATP, ADP, fosfocreatina, creatina, glicose, malato,
sorbitol e mio-inositol.

Diminuicdo do nivel de Akt fosforilado;
aumento da proteina proapoptdtica Bax; as
alteracbes estdo correlacionadas com a
presenca de fragmentacdo do DNA em células
de saco vitelino do concepto diabético
malformado.

A suplementacdo dietética reduziu das taxas
de apoptose e malformagdes embrionarias.

A suplementagdo com mio-inositol reduziu da
incidéncia de alteragcBes no tubo neural, mas
houve um aumento da taxa de reabsorcdo de
embrides.

Aumento da glicose embrionaria e de malato
neuroectodérmico, elevando  os niveis de
sorbitol fetal; o teor de mioinositol do
neuroectoderma nao foi afetad .

REECE et al. 2005

REECE et al. 2006

REECE et al. 1997

SUSSMAN E
MATSCHINSKY
1988



Avaliar o desenvolvimento do cérebro fetal
e a relacdo da insulina e insulina-like -Fator
de crescimento | (IGF-I).

Avaliar o hiperinsulinemismo no sistema
intracerebroventricular sobre a sintese do
neuropéptido Y no cérebro fetal (NPY).

Avaliar o efeito protetor do receptor
secretor de produtos finais da glicacdo
avancada (SRAGE) no desenvolvimento
fetal.

Administracdo de 60 mg/Kg de STZ, por via IP, no
2° dia de gestacdo, realizagdo da cesarea no 14° ,
16° e 18> dia de gestacdo. Avaliacdo
desenvolvimento dendritico no cortex neuronal
(determinacdo por Golgi —Cox) e os sinais de
insulina / IGF-I foram avaliados por de Western
Blot.

Administracdo de 60 mg/Kg de STZ, por via IV, no
3° dia de gestagdo, realizacdo da cesarea no 20° dia
de gestacdo. Avaliagdo das caracteristicas
antropométricas e metabolicas, avaliacdo de
RNAmM.

Administracéo de 25 mg/Kg de STZ, por via IV, no
1° dia de gestacgdo, realizacdo da cesarea no 19° dia
de gestacdo. Administragdo de de proteina SRAGE
recombinante na mde. Avaliagdo de niveis de
glicose, niveis de produtos finais da glicacdo
(AGE), proteinas RAGE no cérebro coracdo
maternos, avalicdo morfologia fetal.

Retardo no desenvolvimento dendritico no
feto do grupo hiperglicémico materno,
resultante da sinalizagdo anormal da insulina /
IGF-I no cérebro fetal.

N&o houve mudancas no hiperinsulinismo
intracerebroventricular fetal, mas um declinio
na concentracdes de glicose fetal e dos niveis
de peptideos NPY, sem as as correspondentes
quantidades de RNAm.

Alterac6es maior ganho de peso em filhotes.
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JING et al. 2014

SINGH et al. 1997

TANG et al. 2015

Avaliagdo da embriopatia diabética associada a fungéo renal

Objetivo

Metodologia

Resultados

Referencia

Avaliar a se nefrogenese na hiperglicemia
in utero estd associada a modificacdo no
padrdo de expressdo de receptores de IGF.

Avaliar os IGFs e seus receptores sdo
afetados no desenvolvimento de renal na
hiperglicemia.

Administracdo de 40 mg/Kg de STZ, no 1° dia de
gestacdo, realizacdo da cesarea no 18° dia de
gestacdo. Avaliagdo das dimensfes do crescimento
insulinico utilizando o método de hibridizagdo “in
situ” e Imuno-histoquimica.

Administracdo de 40 mg/Kg de STZ, por via IP no
1° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 14°,
15°, 16° 18° e 21° dias de gestacdo. Foram
realizadas medidas de IGF e seus receptores,

O fator de crescimento insulinico Il /manose
6-fosfato ndo foi afetado pela hiperglicemia;
ndo o ocorreu desregulagdo no mesénquima
dos néfrons de fetos.

Nefrogénese foi alterada em fetos expostos
pode estar associada a uma diminuicdo da
biodisponibilidade de IGF-1I.A IGF-I ndo foi
detectada, sugerindo apenas o papel critico do
IGF-11 no desenvolvimento renal.

DUONG et al. 2003

AMRI et al. 2001



Avaliar o efeito da hiperglicemia no
desenvolvimento renal.

Avaliar a relagdo entre hiperglicemia e o
metabolismo de glicocorticoides em fetos

dosagens de proteinas e RNAmM nos metanéfrons de
fetos com idade gestacional entre 14-21 dias.

Administracdo de 35-40 mg/Kg de STZ, por via IP
no 1° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 16°
dia de gestacdo. Inducdo de hiperglicemia na fase
de organogénese e avaliacdo do nimero de néfrons
e cultura de metanéfrons.

Administracdo de 35mg/Kg de STZ, por via IV, no
1° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 20° dia

Reducdo do nimero de néfrons (10-35%) que
pode induzir consequéncias renais tardias.

Reducdo da protecdo fetal ao corticosteroide
materno pela reducdo da 11- beta-
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AMRI et al. 1999

FUJISAWA at al.

com foco na 11-beta-h|drox!ester0|de de gestacdo. Isolamento de RNA de rins dos fetos e hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 nas 2004
desidrogenase tipo 2, responsavel pela o . .
hi . - na placenta para avaliagdo por Northern blotting. placentas e nos rins.
ipertensdo infantil .
. Administracdo de 40 mg/Kg de STZ, por via IP, no Agmepto _dos [NIVEIS de qldosterona nos
Avaliar o0s aspectos moleculares e 29 dia de gestacio. realizacio da cesarea no 219 dia  2niMais hiperglicémicos, ap6s o tratamento
periféricos da atividade adrenocortical gestacao, rea‘izag com insulina, observou-se a normalizacdo da MALEE E WU
C - de gestagdo. Avaliacdo de RNA, dosagens de . . X .
guando da exposicdo a insulina no final da . X . . glicose e da aldosterona fetais. N&o foi 1999
N glicose e determinacbes hormonais nas glandulas . x
gestacéo. adrenais observado efeito sobre a expressdo adrenal
' fetal de RNAm de P450scc.
Transporte Utero-placentério-fetal
Objetivo Metodologia Resultados Referencia

Avaliar o efeito direto da hiperglicemia nas
células placentarias Hofbauer (HBCs).

Avaliar a relagcdo entre o transporte de
glicose e o metabolismo do glicocorticoide,
no desenvolvimento placentario, com foco
no receptor de glicocorticoide (GR) e

Administracdo de 65 mg/Kg de STZ, por via IP, no
4° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 21° dia
de gestagdo. Avaliacdo do RNAm, dos niveis de
proteina, e da atividade de macréfagos em
placentas.

Administracdo de 60 mg/Kg de STZ, por via IP, no
6° dia de gestacdo, realizacdo da cesarea no 21° dia
de gestacdo. Localizacdo de GR e GLUT1 por
imunohistoquimica na regido coriolantoidea e saco

As HBCs estimuladas por glicose elevada
trocaram seu perfil M2 em direcdo a M1
(citocinas proé-inflamatérias marcadoras de
macréfagos )

Indicacdo de que GR e GLUT 1 estdo
expressas nas células do trofoblasto e
endotelial da zona labirintica da placenta. A
expressdo de GR na zona de jungdo da
placenta de rato foi detectada em células

SISINO et al. 2013

KORGUN et al.
2011



proteina transportadores de glicose (GLUT
1).

Localizar na placenta as proteina
stransportadoras de glicose GLUTI e
GLUT3 e para avaliar seus papéis na
transferéncia de glicose da circulacdo
materna para a fetal.

Avaliar as alteragBes no transporte de
glicose placentéria e sua interferéncia com
0s niveis de proteina dependentes de
glicose.

Avaliar os efeitos da DMG sobre o
endotélio das artérias radiais
uteroplacentarias.

Avaliar o crescimento vascular uterino e as
propriedades mecénicas de resisténcia
passivas das artérias uterinas.

vitelinico.

Administracdo de 65 mg/Kg de STZ, por via IP, no
1° dia de gestacéo, realizacdo da cesarea no 20° dia
de gestacdo. Estudos imunocitoquimicos da
proteina GLUTI na placenta expressa de forma
ubiqua no (Lado materno) e a zona labirintica (lado
fetal).

Administracdo de 65 mg/Kg de STZ, no 12° dia de
gestacdo, realizacdo da cesarea no 20° dia de
gestacdo. Avaliagdo do tempo do transportador de
glicose placentaria (GLUT-1), e dos niveis de
proteina por Western-blot nas artérias de ligacéo de
crescimento intrauterino (IUGR).

Administracdo de 50-55 mg/Kg de STZ, por via IP,
no 2° dia de gestacao, realizagdo da cesarea no 20°
dia de gestacdo. Foram realizadas medigBes nas
células da musculatura lisa (SMC) com
microelétrodos de potencial de membrana , e as
respostas dilatadoras a ACh em artérias
uteroplacentérias.

Administracdo de 50-55 mg/Kg de STZ, por via IP,
no 2° dia de gestacdo, realizagdo da cesarea no 20°
dia de gestacdo. Medidas de vascularizacdo uterina
por esteromicroscopia.

gigantes, e em células de

espongiotrofoblasto.

algumas

Os niveis de RNAm e proteina de GLUT3
placentario aumentaram de quatro a cinco
vezes em comparacdo com ratos ndo
diabéticos. Os niveis de GLUT
permaneceram ndo modificados.

A hipoglicemia fetal e hipdxia isquémica
resulta em um declinio de 50% na
GLUT-1 placentaria.

Vasodilatacdo devido a uma deficiéncia da
resposta endotelial. A diminuicdo da
vasodilatagdo com a ACh foi associada a
hiperpolarizagio das SMC nos animais
diabéticos.

Ndo foi observado alongamento axial da
vasculatura uterina mesometrial. A espessura
da parede vascular ndo se alterou entre 0s
grupos. A distensibilidade da parede foi
aumentada e a constante de uma funcdo
exponencial ajustada a curva tensdo-
deformacgdo foi significativamente reduzida
demonstrando diminuicdo da rigidez em
artérias radiais uterinas diabéticas em
comparagdo com os controles
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GOKINA et al. 2013

PHILIPIS et al. 2012



Avaliar a atividade mitocondrial e a
producdo de lipoperoxidos, a fluidez da
membrana mitocondrial e a composicdo de
acidos graxos em fetos.

Avaliar a relagdo entre o esgotamento
dietético do cromo e a DMG-STZ.

Avaliar o0 impacto de diabetes sobre as
funcBes pré-sinapticas do Gtero de rato em
relagdo a idade gestacional.

Administraco de 135 mg/Kg de STZ, por via IP,
no 2° dia de gestacao, realizacdo da cesarea no 20°
dia de gestacdo. Isolamento de mitocdndrias e
medidas da lipoperoxidacdo, atividade da
respiratéria mitocondrial, composicdo de &cidos
graxos, fluidez da membrana mitocondrial.

Administracdo de 30 mg/Kg de STZ, por via 1V,
no 1° dia de gestacdo, realizacdo da cesérea no 20°
dia de gestacdo. Dosagens de insulina. glicose,
determinacdo das concentracdes de IGFBP, IGF-1 e
IGF-I1 fetal e placentéria.

Administracdo de 60 mg/Kg de STZ, por via IV,
no 1° dia de gestacao, realizagdo da cesarea no 21°
dia de gestagdo. Utilizacdo de técnica de e
superfusdo para determinar a quantidade de
transmissor liberado e a capacidade de captacéo
total de cada amostra.

Diminuicdo da proporcdo dos acidos graxos
insaturados e saturados no tecido placentario
total, aumento das mitocondrias placentérias.
Aumento da fluidez da membrana
mitocondrial da placenta.

Reducdo do peso da placenta, das proteinas
fetais e das concentracBes de IGF-I e-11 fetais.
O cromo ndo teve efeito na glicose e na
hidroxiprolina da placenta e do feto.

Diminuicéo da capacidade de captagdo de
noradrenalina no 7° dia da gravidez.
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Tabela 3 - Avaliacdo de descentes de animais com DMG-SZT.
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Correlacao entre a macrossomia e a dislipidemia pés-natal

Obijetivo

Metodologia

Resultados

Referencia

Auvaliar diferentes doses de STZ e suas
acOes fisiopatologicas a curto e em
longo prazo, na descendéncia.

Avaliar o impacto da macrossomia
diabética no metabolismo do colesterol
e das lipoproteinas.

Avaliar a evolucdo das lipoproteinas
séricas (VLDL,LDL-HDL1, HDL2-3) e
da lecitina-colesterol aciltransferase
(LCAT) sérico e teciduais lipoliticas
teciduais (figado, musculo) em prole
descendentes de obesos ligeiramente
hiperglicémicos.

Avaliar se a hiperglicemia perinatal e
dieta rica em gorduras interferem nos
niveis metabdlicos da prole.

Avaliar a sindrome metabdlica em
filhotes com dieta balanceada.

Administracdo de 25, 30 ou 35 mg/Kg de STZ, por
via IV, no 1° dia de gestagdo. Avaliacdo dos
filhotes com 70 dias de vida. Avalia¢do bioquimica
da prole, coleta de sague por decapitacéo.

Administracéo de 40 mg/Kg de STZ, por via IP, no
5° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes com 30
e 90 dias de vida. Isolamento de fracBGes de
lipoproteinas, avaliacdo sanguinea e hepatica de
colesterol total, avaliacdo da LCAT, avaliacdo da
atividade microssomal enzimatica.

Administracdo de 40 mg/Kg de STZ, por via IP, no
5° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes com 90
dias de vida. Avalicdo do perfil lipoproteico de
filhotes, através de eletroforese, isolamento de
fracOes proteicas.

Administracéo de 40 mg/Kg de STZ, por via IP, no
1° dia de gestacdo. Avalia¢do dos filhotes com 91
dias de vida. Avaliacdo de HDL, colesterol total,
triglicérides e LDL e histologia do pancreas.

Administracdo de 35 mg/Kg de STZ, por via IP, no
1° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes com 12
e 18 meses de vida. Avaliagdo de tolerancia a
glicose, sensibilidade a insulina, niveis plasmaticos
de lipideos e morfologia pancreatica.

Perda de peso, aumento dos niveis de
glicose e de triglicerideos plasmaticos e
reducéo da insulina.

Aumento de LDL-HDL e do colesterol
associados a atividade aumentada de
LCAT, no primeiro més de vida. Aos 3
meses, 0S  ratos  macrossdbmicos
desenvolveram hipercolesterolemia com
aumento de todas as lipoproteinas.

Os filhotes de mdes diabéticas e obesas
apresentaram maiores niveis de glicose,
insulina e lipoproteina (VLDL, LDL-
HDL1, HDL2-3). Apds 1 més de vida,
ndo foram encontradas diferengas entre
0s grupos. A LCAT, tecido adiposo,
triacilglicerol hepatico e as lipases
estavam elevadas.

Filhotes com redugdo do peso e inibicdo
do crescimento, esteatose hepatica
severa, reducdo do HDL e aumento das
ilhotas pancreéticas.

Baixa tolerancia a glicose, baixos niveis
de insulina, aumento da pressdo arterial,
aumento dos niveis de triglicerideos
plasmaticos, e valores de HDL e
colesterol total ndo foram alterados.

LOPEZ-SOLDADO E
HERRERA. 2003

MERZOUK et al. 2001

MERZOUK et al. 2002

SONG et al. 2012

BLONDEAU et al.
2011



Avaliar se a prole quando exposta a
altas concentracBes de glicose e/ou de
insulina  in  utero  desenvolvera
alteracBes no mecanismo de transporte
de glicose responsivo a insulina.

Avaliar o efeito de geracdo cruzada no
crescimento em ratos macrossdmicos
recém-nascidos de gestantes com
hiperglicemia leve.

Avaliar papel do tecido adiposo no
desenvolvimento de intolerdncia a
glicose na prole obesa de ratas com
hiperglicemia.

Administracdo de 15 a 35 mg/Kg de STZ, por via
IV, no 3° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes
com 180 dias de vida. Avaliacdo hipotalamica das
concentracdes de neuropeptidios, alteracdes em
musculo esquelético e tecido adiposo, analise de
transporte de proteinas.

Administracdo de 35 mg/Kg de STZ, por via IP, no
5° dia de gestacdo. Estudos de 3 geracGes com
ratos macrossémicos

Administracdo de 37 mg/Kg de STZ, por via IP, no
5° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes com 12
meses de vida. Avaliacdo de teor lipidico total de
adipdcitos, da oxidacdo de glicose, dosagem de
insulina e de seus sitio de ligacdo em filhotes.

A prole de mée diabética com nutricdo
pos-natal ad libitum  demonstrou
aumento ingestdo de alimentos e
resisténcia a translocacdo induzida pela
insulina GLUT4 no masculo esquelético
e tecido adiposo branco.

Fémeas macrossdbmicas de segunda
geracdo continuaram a ter intolerancia
a glicose durante gestacéo, filhotes com
maior peso, e maiores niveis plasmaticos
de insulina.

Resposta atenuada a insulina, &
conversdo de glicose em lipideos e
acidos graxos. Menor capacidades de
ligacéo ao receptor de insulina nos ratos
macrossémicos.
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THAMOTHARAN et
al. 2003

OH etal. 1991

GELARDI et al. 1990

Correlagdo entre a macrossomia e o desenvolvimento comportamental pos-natal

Avaliar as mudangas na expressdo de
RAGE (produtos finais da glicacdo)
cerebral e suas alteragBes sobre o
comportamento da prole.

Avaliar os niveis de catecolaminas
hipotalamicas de filhotes de mdes DMG,
durante o periodo neonatal e pos-natal.

Avaliar alteracfes precoces e tardias de
receptores Liver-X  (LXR) no
hipocampo e hipotalamo de filhotes de
maes DMG-STZ.

Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
13° dia de gestagdo. Avaliacdo dos filhotes com 1,
7 21 e 40 dias de vida. Western-blot de tecido
cerebral. Avaliacdo comportamental com testes de
atividade geral, plus-maze, retengdo de memodria,
flexibilidade comportamental.

Administracéo de 30 mg/Kg de STZ, por via IP, no
1° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes com 1 e
21 dias de vida. Foram avaliados os filhotes
machos quanto ao peso, dosagem de insulina e de
catecolaminas hipotalamicas tirosina hidroxilase —
5-HT, norepinefrina e dopamina.

Administragdo de 35 mg/Kg de STZ, por via IV, no 3°
dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes com 30 a 180
dias de vida. Analise dos fragmentos retirados do
hipotalamo e hipocampo de filhotes de maes DMG-STZ
atraves do teste de Western blotting.

Menor inibigdo do pré-pulso, reducdo da
ansiedade e preferéncia alterada do
objeto-lugar. Em teste de aprendizado os
filhotes DMG-STZ ndo diferem dos
controles, mas demoram mais tempo
para mudar para uma nova estratégia.

No 1° dia foi observado baixo peso e
hiperglicemia, aos 21 dias houve
diminuicdo do peso corporal e um
aumento da insulina  pancredtica.
Aumento dos niveis hipotalamicos
catecolaminas.

AlteracOes na expressdo hipotalamica de
receptores LXR de filhotes.

CHANDNA et al. 2015

PLAGEMANN et al.
1998

KRUZE et al. 2014
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Correlacdo entre a macrossomia e as alteracgdes cardiovasculares

Avaliar anormalidades na funcdo
cardiaca e a susceptibilidade a isquemia
na fase adulta.

Avaliar a reatividade adrtica aos gentes
vasodilatadores e vasorrelaxantes em
descendentes de DMG da dltima
semana de gestacdo.

Avaliar se a remodelacdo
cardiomiopética estd associada a
ativagdo da proteina quinase ativada por
mitdégenos (MAPK) e vias apoptoticas.

Analisar  possiveis  anormalidades
circulatérias no coracdo de filhotes de
méaes DMG-STZ.

Analisar o efeito DMG sobre a
contracdo a noradrenalina no mesentério
(ARM) de filhotes adultos, com énfase
no papel dos prostandides derivados da
ciclooxigenase (COX).

Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
12° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes com
240 dias de vida. Avaliacdo por ecografia e técnica
de Langendorff em coracédo isolado.

Administracéo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
13° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes com
180 e 240 dias de vida. Teste de sensibilidade a
insulina e teste de tolerancia a glicose.
Arteriografia, funcdo  vascular e  anélise
morfométrica cardiaca.

Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
12° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes de 1 a
21 dias de vida. Avaliacdo por ecocardiograma e
por Wester-blotting para avaliagdo dos niveis de
proteinas apoptoticas.

Administracdo de 60 mg/Kg de STZ, por via IV, no
2° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes de 1 a 50
dias de vida. Analise do musculo cardiaco dos
filhotes expostas a dieta com diferentes
porcentagens lipidicas.

Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
7° dia de gestacdo. Avaliacdo dos filhotes de 90,
180 dias e 12 meses vida. Medida de pressdo
arterial, avaliagdo da producdo de prostanoides.

Disfuncdo  diastdlica in vivo e
complacéncia ventricular esquerda em
coracdes isolados. Presenca de Isquemia.

As  aortas  apresentaram  maior
contratibilidade ao cloreto de potassio.
N&o houve diferengas nas respostas a
endotelina-1 e noradrenalina, mas
observou-se aumento de relaxamento na
presenca de acetilcolina.

Aumento da massa cardiaca,
microssomia com reducdo relativa de
massa cardiaca, dilatacdo
cardiomiopética no primeiro dia pos-
natal. Aumento persistente da proporcéo
peso cardiaco/peso corporal e alteragdo
de MAPK e vias apoptoticas apos 21
dias.

Aumento dos niveis glicémicos, aumento
da enzima mTOR em filhotes de DMG-
STZ tratados com dieta enriquecida com
21% oleo de peixe.

Aumento da participacdo de
prostandides derivados de COX-2 na
contragdo a noradrenalina no MRA
(resisténcia das artérias mesentéricas).

AGOUDEMOS et al.
2011

SEGAR et al. 2009

REINKING et al. 2009

NASU-
KAWAHARADA et al.
2013

RAMOS-ALVES et al.
2012



Avaliar em ratos machos filhos de
DMG-STZ, parametros bioquimicos,
cardiovasculares e o sistema conversor
de angiotensina.

Avaliar a influencia da hiperglicemia
intrauterina, nas funcgdes cardiacas como
pressdo arterial e  responsividade
vascular na fase adulta.

Avaliar as alteragbes hematopoiéticas na
fase adulta de filhotes de mées com
DMG-STZ.

Administracdo de 50 mg/Kg de STZ, por via IV, no
7° dia de gestacdo. Avaliagdo dos filhotes de 60
dias vida. Avaliacdo da presséo arterial, frequéncia
cardiaca, sensibilidade barorreflexa e
responsividade vascular a fenilefrina e ao
nitroprussiato de soédio. Dosagem de angiotensina
no coracgdo, nos rins e nos pulmaes.

Administracéo de 50 mg/Kg de STZ, por via IP, no
13° dia de gestagdo. Avaliagdo dos filhotes de 180
dias e 12 meses de vida. Avaliacdo da
hemodinamica por técnica de
quiomioluminescencia e reatividade vascular.

Administracdo de 45 mg/Kg de STZ, por via IV, no
12° dia de gestagdo. Avaliacdo dos filhotes de 1 a
330 dias de vida. Quantificagdo de células
pancreéticas, avaliacdo das células hematopoiéticas
através de contagem total de células sanguineas e
avaliacdo da medula dssea dos filhotes.

Aumentos na pressdo sistélica, sem
alteracdo na frequéncia nos batimentos
cardiacos. Reducdo de taquicardia a
responsividade  vascular o pH
aumentado. Aumento da atividade de
angiotensina nos tecidos avaliados.

Aumento da pressdo arterial, sem
alteracdo na frequéncia nos batimentos
cardiacos. Aumento da producdo de
superéxido estimulada pelo NADPH.

Neutrofilia em filhotes adultos de mées
DMG-STZ.
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4 CAPITULO 2 — ENSAIOS PRE-CLINICO IN VIVO

Trata-se de um ensaio pré-clinico in vivo (Figura 3). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Sorocaba CEUA/UNISO Protocolo n® 048/2015 (ANEXO A).

Figura 3. Desenho do estudo

Lentinula edodes (Shiitake)

(Iiof:i(z)a do) Dosagem de beta-glucanas

Ensaios bioldgicos in vivo

Confirmacao de prenhez e
exposigao oral ao cogumelo

(i) (1° dia)

Indugao de DMG
80 mg/Kg STZ IP

20° dia — cesarea
Avaliagdo da toxicidade materna

Acompanhamento do DMG-STZ Avaliagao da Capacidade
no desenvolvimento da prenhes. Reprodutiva

Avaliagao bioquimica materna
(dosagens de ALT e AST,
Creatinina e Ureia, glicose,
triglicérides, calcio, colesterol e
HDL

Avaliacao de frutosamina e
avaliacao do estado redox.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.1 Resultado do ensaio pré-clinico in vivo

Os resultados parciais foram apresentados na “44th Annual Conference
of the European Teratology Society, setembro de 2016, Dublin, Ireland” e
publicados na revista Reproductive Toxicology, volume 64, p.32, 2016 (Figura
4) (Fator de impacto JCR: 2,85).

Figura 4. Resumo apresentado no 44th Annual Conference of the ETS (DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.reprotox.2016.06.070 ).

28N - -
i < Reproductive Toxicology
¥ Volume 4, September 2018, Fages 32

44th Annual Conference of the European Terawlogy Society

Effect of Lentinula edodes (Shiitake) in the reproductive
performance of the female rats with streptozotocin-induced
diabetes

Bianca H Maschio & | Lucas S, Rodrigues, Thaisa B, Pickler, Denise Gromo, Mark Gerenun
Show more

hitplidx.doi org/10.1018§ reprotox 2018.03 070 Getrights and content
Introduction: The Lentinula edodes mushroom, popularly known as Shitake, contains
high quantities of beta-glucans. Itis a powerful antioxidant and is used in the treatment of
hyperlipidemia and dyslipidemia. Streptozotocin (STZ), a drug used for experimental
induction of gestational diabetes melitus (GDM), is highly toxic and can cause maternal
and embryolethality. The aim of this study was to evaluate the protective effects of
Lentinuia on reproduction in rats exposed to STZ at the pre-implantation embryonic
period.

Methods: Pregnant rats received orally reconstituted powder-dehydrated Lentinuia
edodes mushroom (0.76 g beta-glucans per 100 g of mushroom) at daily doses of

100 mg/kg and 200 mg/kg from the first to the twentieth day of gestation; a saline solution
was administered to the control group. Allthe animals received STZ (80 mg/kg, I.P) on
fourth day of pregnancy; blood glucose above 180 mg/diwas considered as severe
GDM. The utero were removed on day 21 by caesarean section. Maternal kidney and
liver toxicity were assessed. The corpus luteum, implantations, reabsorptions, live and
dead fetuses were counted.

Results: Lentinuia edodes reduced pre-implantation loss. Changes were observed in
aspartate aminotransferase (AST), low-density kpoprotein (LDL), and cholesterol. No
changes were observed in glucose plasma ratio, creatinine, urea, high-density
lipoprotein (HDL), and alanine aminotransferase (ALT)

Conclusion:Lentinula edodes has a protective effect, asindicated by the increased
number of mplantations in severe GDM animals. However, the doses of 100 mg/kg/day
and 200 mg/kg/day, were not able to reduce maternal toxicity and embryolethality
promoted by STZ.
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O resultado final deste ensaio foi formato para publicagdo em revista

internacional.
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ABSTRACT: This study evaluated the protective effect of Lentinula edodes in rats
with  streptozotocin-induced gestational diabetes mellitus (GDM-STZ) when
administered orally. The rats received doses of 100 mg/kg or 200 mg/kg of lyophilized
Lentinula edodes and reconstituted from the 1st to the 19th day of gestation; the animals
of the saline control group (CS) and diabetic control group (DS) received a saline
solution. GDM was induced on the fourth day of pregnancy (STZ, 80 mg/kg, I.P.),
blood glucose above 180 mg/dl was considered as GDM-STZ. A reduction of pre-
implantation losses was observed in diabetic animals treated with Lentinula edodes and
also important hematological and biochemical alterations. Lentinula edodes at the doses
used showed to have a protective effect on the pre-implantation parameters in GDM-
STZ. However, the mushroom was not able to reverse the deleterious effects caused by

STZ about the evolution of pregnancy.

KEYWORDS: food safety, gestational diabetes mellitus, Lentinula edodes, medicinal

mushrooms, reproductive toxicology.

ABREVIATIONS: ALT: Alanine Transaminase; AST: Aspartate Transaminase;
CAT: Catalase; CS: Control Saline Group; DS: Diabetic Saline Group; DM: Diabetes
Mellitus; DLe-100: Diabetic+100 mg/kg/day of Lentinula edodes; DLe-200:
Diabetic+200 mg/kg/day of Lentinula edodes; EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid,;
GDM: Gestational Diabetes Mellitus; GDM-STZ: Gestational Diabetes Mellitus
induced Streptozotocin; GSH: Reduced glutathione; H,O,: hydrogen peroxide;
H3PO,4: phosphoric acid; HDL-Chol: high-density lipoproteins; KCL: Potassium
chloride; LDL-Chol: low-density lipoprotein; MCH: Mean Corpuscular Hemoglobin;

MCV: Mean Corpuscular Volume; MCHC: Mean Corpuscular Hemoglobin
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Concentration; RBC: Red Blood Cells; STZ: Streptozotocin; TAG: Plasma
Triacylglycerol; TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive substances; TBA:

Thiobarbituric acid.

l. INTRODUCTION

In many countries, mushrooms are used on a large scale and represent significant
importance in economics. Studies on their medicinal and nutritional properties are well
accepted and well characterized. Mushrooms have medicinal, and food uses dating back
at least four thousand years. In the Egyptian, Chinese and Japanese medicines, in
particular, have been utilized for the treatment of chronic diseases." Substances
extracted from mushrooms can reduce blood pressure, total blood cholesterol and blood
glucose level, as well as inhibit platelet aggregation.” % *

Martin (2010)° reports that mushrooms can protect against chronic diseases by
altering inflammatory processes, especially those associated with cardiovascular
diseases, in part because of their antioxidant activity and immunomodulation. The
search for healthy foods and products such as mushrooms has also increased interest in
preventive medicine.’

According with Wang et al.,” fungal and microbial sources can be used as
potential resources for natural antioxidants, since the consumption of synthetic drugs for
this purpose has promoted some undesirable adverse effects. In this sense, in vivo
studies showed that the association of Lentinula edodes, known as "shiitake™ to zinc,

increased the antioxidant potential of this element. Menghini et al.®®

report that
Lentinula edodes when used in formulations combined with other natural products, can

act on the oxidative stress and release pro inflammatory cytokines that has antioxidant
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and anti-inflammatory activity, besides being immunomodulatory. The anti-diabetic
effects of Lentinula edodes are related to their content of phenolic compounds and
glucans, although these species also contain a variety of other bioactive molecules.*

Regula et al.'! observed that the addition of 10% and 20% of dry Lentinula
edodes to the diet of iron-deficient female rats, resulted in a gradual replacement of this
element in serum and liver with consequent increase in hemoglobin concentration. The
bioavailability of iron from cereal products enriched with dry shiitake was comparable
to that of Fe (Il) gluconate, showing that Lentinula edodes is a rich source of iron,
increasing nutritional value.

In addition to the nutritional value, several species of mushrooms have been

. Y%studied the chemical

identified as sources of antioxidant compounds. Carneiro et a
composition of some formulations with dry powder of Lentinula edodes and observed a
low fat content (<2 g/ 100 g), tocopherols content of 32 ug / 100 g and phenolic
compounds of 690ug/100g, suggesting their indication in low-calorie diets, as a source
of antioxidants and preventing diseases related to oxidative stress. The B-glucans from
Lentinula edodes appear to be related to fat metabolism, resulting in a decrease in total
blood cholesterol. **

14
l.

Reverberi et al.”" observed that B-glucans were also able to stimulate antioxidant

enzymes and inhibit the toxic action of aflatoxin produced by Aspergillus parasiticus. In

this sense, You et al.*®

isolated three polysaccharides of different molecular weights
from Lentinula edodes to evaluate their protective effects against oxidative stress
induced in rats by D-galactose. They found that the polysaccharide with 306.2 kDa

molecular weight may potentially be used as a natural antioxidant.
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In view of the beneficial actions of Lentinula edodes, the aim of this work was
to evaluate the protective effects of this mushroom on the toxic activity of

streptozotocin in rats at the beginning of gestation.

1. MATERIAL AND METHODS
A. Nutritional Composition of Lentinula edodes

Lentinula edodes (Berk.) Pegler-cultivated strain H600 (Hokken, Shimotsuga-
gun, Japan) was provided by the commercial company Yuri Mushrooms (S&o Paulo,
Brazil). The samples of fresh mushroom were trimmed, and cut into slices, on the same
day of use and lyophilized (Thermo Fisher Scientific, USA®) for 48 h; the yield
reached the ratio of 10% dry mass. The dried sample was milled (Marconi® - MA340,
Brazil ®) after was sieved (50 mesh and 60 mesh), and packed in airtight plastic
containers kept in a desiccator. For the characterization of the sample, B-glucans (B-
Glucan Assay kit - Yeast & Mushroom; Megazyme, Bray, Eire) and phenolic
compounds (method adapted Folin-Ciocalteu™®) were dosed. The moisture content, total
ashes, lipid and protein dosages were determined according to adapted methods
described by Adolf Lutz Institute.'’
B. Experimental Design

Seven-week-old Wistar rats (Rattus norvegicus var. Albinus) which body
weight varied from 250 to 300 g for the males and from 180 to 200 g for the females
were purchased from Anilab (Laboratério de Animais, Paulinia, SP, Brazil). We
allowed animals to habituate to the Alesco® microenvironment isolation cages under
standard environmental conditions (22°C, 12:12 h dark/light cycle) while providing

industrialized dry food (Purina®, Séo Paulo, Brazil) and tap water ad libitum. The study
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protocol was approved by the Commission of Ethics in the Usage of Animals of the
University of Sorocaba (approval number 048/2015; S&o Paulo, Brazil).
C. Assays with GDM-STZ

To allow mating, we housed up to one male together with four females for
overnight periods. Each morning, the vaginal smear was taken to the microscope. The
presence of sperm (Biological Microscope, Axio Lab. Al, ZEISS®), was designated as
gestational day 1. For mating, was housed, 01 male with 04 females for a nocturnal
period of 12 hours.*® On the fourth day of pregnancy, fasting blood glucose (6 hours)
was dosed in the Freedom Lite Freestyle (Abbott), diabetes was induced by
administration of streptozotocin (80 mg/kg, Sigma Chemical, St. Louis, MO) Diluted in
0.1 mol / | citrate buffer (pH 4.5) intraperitoneally. After 48 hours, the fasting glucose
(6 hours) was performed again. Animals with glycemia above 180 mg/dL were
considered diabetic. '* %

A total of 24 pregnant females caged in isolation from each other were
randomly assigned to one of four groups: CS (saline solution 0.9%), DS
(diabetic+saline solution 0.9%), DLe-100 (Diabetic+100 mg/kg/day of Lentinula
edodes) and DLe-200 (Diabetic+200 mg/kg/day of Lentinula edodes). Daily at 2:00
pm, from day 1 to day 19 of the gestational period, females received orally: 0.9% saline
solution or Lentinula edodes.

Blood Collection and Pre-Implantation Loss Assessment

On the 20th day of pregnancy, females were anesthetized with xylazine (6
mg/kg) and ketamine (100 mg/kg) administered by intraperitoneal injection. Cesarean
sections were performed using a longitudinal incision along the linea alba. Blood

samples were collected from hepatic veins and divided into two tubes. One tube ‘A’ for
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blood cell counts and oxidative stress evaluation containing Ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA). One vacuum tube ‘B’ with anticoagulation gel separator for evaluation of
additional parameters. Females were then sacrificed and their womb and ovaries
removed. All sampled material were conserved at -80°C before analysis except blood.
Uterine cavities were checked for the number of fetuses, implantations, and visible
resorptions. The ovaries were weighed, and corpus luteal counted.
Maternal hematologic parameters
For adult rats (tube A) it was also used the hematological analyser Sysmex®

XS-1000i to determine the following parameters: RBC (red blood cell), hemoglobin,
hematocrit, MCV (mean corpuscular volume), MCH (mean corpuscular hemoglobin),
MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration), platelet, leukocyte, lymphocyte,
monocyte, and eosinophil counts. After this procedure, 500ul of blood were packed in
eppendorf tube and stored at -80°C.
Maternal Biochemical Profile

There were carried out biochemical analysis of the pregnant rat's serum. These
analyses were performed in an automated Cobas 111 Roche® spectrophotometer. Blood
samples from tube ‘B’ was centrifuged in separate turns at 50 Hz and 41,7 Hz for 10
min. Blood serum and supernatant were collected afterward. The following parameters
were determined: alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
creatinine, urea, calcium, glucose, triacylglycerol, total cholesterol (LDL-Chol), and
high-density lipoproteins (HDL-Chol).
Evaluation of Oxidative Stress Biomarkers

For the TBARS, GSH and CAT analyzes, a 5% liver homogenate was prepared

weighing approximately 0.25 g of tissue and placing in a tube with 5.0 mL of 1.15%
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KCI cold. The tissue was homogenized with the aid of an ultrasonic processor, always
in an ice bath. For TBARS and GSH biomarkers, calibration curves were constructed.
For the TBARS technique, a volume of 500 uL of the homogenate was added to 1% Hj
PO, and 0.6% thiobarbituric acid (TBA). The samples were incubated at 80 °C for 45
min, and then read in a spectrophotometer at 532 nm (Ohkawa et al., 1979).
Calculations were done based on the fresh liver mass (0.250 g), and the results were
expressed as umol/g tissue.

For GSH, 600uL of the homogenate was added to a solution of trichloroacetic
acid (30%), homogenized on a shaker and centrifuged. The supernatant was then added
to a buffered solution, and a chromophore (the 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) was
pipetted for reading at 412 nm.? Calculations were done based on fresh liver mass
(0.250 g ), and the results were expressed as mmol GSH / g tissue.

The activity of the enzyme catalase (CAT) was evaluated by UV/VIS
spectrophotometry using Aebi.?? The method is based on the decomposition of H,O,
added to the test, by tissue catalase, over time, monitored at 240nm. To this end, the
homogenate was diluted in phosphate buffer and the H,O, was added, initiating the
reaction. The changes in absorbance were monitored for three minutes at 240nm. To
evaluate the activity of the enzyme, calculations were performed based on the fresh liver
mass (0.250 g); the results were expressed in k / min / mg liver, with k being a constant
used by the author of the technique.?

D. Statistical analyses

Data are presented as mean = S.D. of animals (n = 6) and tested for

homoscedasticity by Bartlett test. Homogeneous data were analyzed by ANOVA and

Tuckey-Kramer Test in multiple posterior comparisons. Chi-square test was used
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evaluate differences in pre-implantation loss and p-values < 0.05 were considered
significant.
I11. RESULTS AND DISCUSSION
Xi et al.,? reports that mushrooms with high antioxidant activity make them

frequently recommended for diabetic patients and especially that with phenolic
compounds and B-glucans because they are able to reduce oxidative stress®. The
nutritional characterization of Lentinula edodes indicates that the mushroom samples
provided by Yuri Mushrooms presented B-glucans (0.76 g/kg of mushroom), and
phenolic compounds (1.61 = 0.13 mg of gallic acid / g dry sample), indicating that this
food has antioxidant potential. In addition, this mushroom presented: moisture (7.3 -
7.5%), minerals (5.4 - 5.8%), lipids (2.3 - 3.1%), proteins (20.3 - 21.5%)
Reproductive Performance of Female Rats

The administration of STZ at the dose of 80 mg/kg was toxic on the pre-
implantation parameter of rats at the beginning of gestation. However, in the DLe-100
and DLe-200 groups a reduction of these pre-implantation losses was observed in
relation to the pre-implantation loss: CS - 3.18%, DS - 100%, DLe-100 - 85%, DLe-200
- 90%, p < Chi-square Test). According to Lourenco® the interpretation of changes in
reproductive rates can identify the period in which reproductive toxic effects have been
established, altering the female reproductive physiology. The pre-implantation phase,
from the 1st to the 6th day post-fertilization in rats, constitutes the relation between the
number of oocytes released and those that after fertilization could not be implanted in
the uterus %°. Segundo Rogers; Kavlock,?” This stage is characterized by the presence of
dividing totipotent cells and the exposure of the progenitor to a toxic agent during

gestation may prevent the implantation of blastocysts in the uterus or result in a number
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of changes in the development of the embryos. In this study, doses of 100 and 200
mg/kg/day of Lentinula edodes administered in GDM-STZ rats reduced pre-
implantation loss rates by 10-15% when compared to those of DS animals. The studies
carried out by Frizo et al.”® emphasize the protective effects of Lentinula edodes when

associated with methotrexate, reducing the pre-implantation losses promoted by this

drug.
A. Effects of Lentinula edodes on the hematological parameters of rats with
GMD-STZ

Martin® reports that Lentinula edodes may be a protective agent in chronic
diseases by altering inflammatory processes developed by pathologies such as Diabetes
Mellitus. This is due, in part, to its antioxidant and immunomodulatory activity, since
oxidative stress and inflammation are characteristic of diabetes.

In the clinical management of chronic pathologies, such as DM, the hemogram
IS an important parameter that provides essential data on the evolution of these
pathologies *°. In GDM, hematological parameters are often changed, indicating a
reduction in the microcirculatory flow, with consequent cellular oxygen deficiency,
which may lead to a reduction in nutrient supply, prevent gestational development®® *!In
addition, changes in the immune system may occur in the presence of ketone bodies,
resulting in changes in lipid metabolism in diabetic patients.*?

The table 1 shows the results of hematological evaluation in GDM-STZ animals.
The DS group presented increased hematocrit (F = 6.075, p = 0.0014), and decreased

platelets (F = 2.0, p = 0.05), monocytes (F = 5.576, p = 0.0007) and neutrophils (F =

3.093, p =0.05), in relation to CS.
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Exposure to Lentinula edodes at the dose of 200 mg/kg (DLe-200) was able to
normalize platelet and monocyte parameters altered by GDM-STZ when compared to
the non-diabetic group (CS). These results corroborate with those performed by Li et
al.*® where the effect of the treatment with Lentinula edodes showed changes on blood
viscosity and in the morphological of red blood cells with an increase in viscosity and a
reduction in blood deformities.

[insert table 1]
B. Effects of Lentinula edodes on the biochemical parameters of rats with
GDM-STZ

Kabir et al.** studying the effects of Lentinula edodes in hypertensive rats with a
diet containing 5% of this mushroom, showed a decrease in VLDL and HDL-Chol,
suggesting that this mushroom can be used in the treatment of dyslipidemias. Lentinula
edodes have shown health benefits, including reduction of plasma lipids and prevention
of body weight. Handayani et al.** showed that a diet enriched with 6% of this
mushroom was able to reduce plasma triglyceride in rats exposed to a high-fat diet.

The hepatoprotective effect of compounds derived from Lentinula edodes
mycelium, such as polyphenols, syringic acid, and vanillic acid - produced by leptin-
degrading peroxidase - was described after exposure to dimethylnitrosamine® our de
CCl4.* In both studies, antifibrotic activity and hepatocyte viability were observed.
According to with Hazama et al.*®, The mechanism of insulin resistance in GDM
promotes increases in lipid peroxidation, reducing in carbohydrate oxidation and
accumulation of fat in hepatocytes. This can indicate the appearance of liver diseases

with consequent elevation of liver enzymes such as ALT and AST.
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Streptozotocin is an antimicrobial agent that has been used for several decades
as an inducer of diabetes in experimental animals, and that also show the effect as a f3-
cytotoxic pancreatic drug, hepatotoxicity and nephrotoxic effects. ¥4

Table 2 shows the biochemical dosages ALT, AST, creatinine, urea, glucose,
calcium, total cholesterol, HDL-Chol and triacylglycerol’s performed in the serum of
the rats. The results indicate that the DS group presented an increase in ALT levels (F =
39.36, p <0.0001), AST (F = 10.46, p <0.0024), urea (F = 4,908 p <0.0010), glucose (F
= 33.72, P <0.0001) and triglycerides (F = 5.420, p <0.0078), and reduction of HDL-
Chol levels (F = 6.79, p <0.0023) in relation to CS group, expected results from
exposure to STZ.3*° The exposure to Lentinula edodes at a dose of 200 mg/kg (DLe-
200) was able to reduce ALT levels (F = 39.36, p <0.0001), urea (F = 4,908 p <0.0010),
glucose (F = 33.72, p <0.0001 ), triglycerides (F = 33.72, p <0.0001) when compared to
the DS group, but were not able to change these levels when compared CS. The dose
100 mg/kg (DLe-100) was able to reduce only urea and glucose levels when compared
to the DS group. These both doses were not able to increase HDL-Chol levels when
compared to the CS group. The biochemical evaluation indicates that Lentinula edodes
has a protective effect on liver enzymes and renal function induced by STZ, but it has
not been able to reverse the damage caused by this drug.

Spim et al.**

showed that associating the daily consumption of Lentinula edodes
with a high-fat diet, promoted the normalization of serum ALT and AST levels,
reducing urea and glucose levels promoted by the high fat diet. Lentinula edodes
reduced the levels of TBARS, avoiding the oxidation of the fatty acids. These results

corroborate with findings of Zhu et al.,** who quantified the polysaccharides of

Lentinula edodes and correlate their effects on total serum cholesterol, triglycerides,
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low-density lipoproteins, and high-density lipoprotein. Levels of lipid peroxidation in
the liver and increased activity of antioxidant enzymes in mice exposed to diet rich
cholesterol.

[insert table 2]

Yoon et al.*

when using Lentinula edodes fruiting bodies as dietary
supplementation (5%) observed a plasma reduction of total cholesterol, triglycerides,
low-density lipoprotein (LDL-Chol), total lipids, phospholipids, and high density.
lipoprotein (HDL-Chol). In addition was also able to reduce the weight of rats with
hypercholesterolemia without altering blood levels of plasma albumin, total bilirubin,
direct bilirubin, creatinine, urea, uric acid, glucose, total protein, calcium, sodium,
potassium, chloride, inorganic phosphate, Magnesium. These authors suggest that
Lentinula edodes could be recommended as a natural dietary substance for lowering
cholesterol.
B. Effects of Lentinula edodes on the parameters of oxidative stress in rats with
GMD-STZ

Table 3 shows the oxidative parameters GSH, Catalase and TBARS. The
results indicate that there was a reduction of GSH in the diabetic groups about the non-
diabetic control group (F = 19.3, p <0.0001). On the other hand, an increase of the
catalase in the diabetic groups was observed concerning the non-diabetic control group.
However, in the DLe-200 group this enzyme was decreased about the DS and DLe-100
groups (F = 14.04, p = 0.0001). Regarding the TBARS parameter, there was no
difference between groups (F =2.12, p = 0.1003).

[insert table 3]
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GSH is the main thiol involved in cellular antioxidant defense against the toxic
effects of reactive oxygen species, acting as free radical scavenger.** In diabetes
mellitus, there is an excessive production of free radicals, especially induced by
hyperglycemia,* causing GSH to act in the detoxification of free radicals, causing a
decrease in its concentration, a fact observed in rats of the diabetic group.

According to Pinto* the increase of catalase is due to a mechanism regulated
at the transcriptional level. An increase in the production of reactive oxygen and
nitrogen species in the organism promotes the dissociation of the Keap1-Nrf, complex
in the cytoplasm, causing the Nrf, to become activated, being transported to the nucleus.
This transcription factor binds to antioxidant response elements in the promoter region
of genes that transcribe endogenous antioxidant enzymes, such as catalase. This
mechanism could explain the increased catalase activity in this study. The increased
activity of catalase could be a defense mechanism of the organism, activated by the
increase of the oxidants induced by streptozotocin.

IV.  CONCLUSIONS

We conclude that Lentinula edodes, at daily doses of 100 and 200 mg/kg, has a
protective effect on the reproductive capacity of rats with severe GMD, and assists in
the normalization of hematological, biochemical and redox changes. However, it is not
capable of totally reversing the toxic effects of streptozotocin.
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Table 1 — Hematological parameters of pregnant rats treated with Lentinula edodes.

Groups

Non Diabetics GDM-STZ
Parameters CS DS DLe-100 DLe-200
RBC (10%/pL) 6.23 +0.66 6.77+0.10 6.82 £ 0.03 6.42 +0.26
Hemoglobin (g/dL) 11.73 +1.55 12.88 +0.21 1254 +0.14 12.32 + 0.56
Hematocrit (%) 37.3+3.46 43.3 +3.11* 41.46 £ 0.63* 4192 +£1.69*
MCV (fL) 60.00 + 0.56 64.28 + 3.39 60.84 £ 0.63 65.27 £ 0.07
MCH (pg) 18.80 + 0.49 19.10 + 0.00 18.42 +0.21 19.70 £ 0.14
MCHC (g/dL) 31.43+1.20 29.75+1.62 30.28 + 0.56 29.42 +0.14
Platelet (10°/pL) 773.00 +14.14 692.5 +62.63*  560.33 +31.62*  751.00 + 27.68
Leukocyte (10%/uL) 8.48 + 0.33 6.54 + 1.50 6.85 + 1.21 5.98 + 1.06
Lymphocyte (10°/pL) 6.08 + 0.53 4.92 +1.93 4.90 +0.85 4.30 +0.53
Monocyte (10°/pL) 0.58 + 0.05 0.32 + 0.04* 0.39 + 0.06* 0.65 + 0.04*
Neutrophils (10°/pL) 1.74 +0.03 0.41 + 0.20* 1,16 +0.28 1.01 +0.51
Eosinophil (10°/uL) 0.02 + 0.00 0.02 +0.01 0.02 + 0.02 0.03 + 0.03

CS (0.9% saline solution), DS (Diabetic - 0.9% saline solution), DLe-100 (Diabetic - Lentinula
edodes 100 mg/kg/day), DLe-200 (Diabetic - Lentinula edodes 200 mg/kg/day). RBC (Red Blood
Cells), MCV (Mean Corpuscular Volume), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin), MCHC (Mean
Corpuscular Hemoglobin Concentration). Data are presented as mean £ S (n = 6). *p<0.05 in
comparison to CS group, ®comparison to DS group, “comparison to DLe-100 group, one-way

ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.
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Table 2 — Serum biochemical outcomes of pregnant rats treated with Lentinula edodes

Groups

Non Diabtetics GDM-STZ
Parameters CS DS DLe-100 DLe- 200
ALT (U/L) 60.46 + 16.05  585.60 + 44.54* 454,73+ 99,06* 311.30 + 94.42*°
AST (U/L) 151.30+£11.41 330.23 +13.12* 404.60 + 16.85* 303.80 * 28.40*
Creatinine (mg/dL) 0.26 +0.00 0.29+0.13 0.33+0.04 0.31+0.03
Urea (mg/dL) 40.36 + 3.01 86.70 + 4.60* 62.36 + 1.27*° 69.99 + 1.21**
Glucose (mg/dL) 144,04 +£18.05 713.15+13.61* 563.00 £ 62.52** 511.42 + 28.16**
Calcium (mmol/L) 2.22+0.09 2.40 £ 0.07 2.37+£0.09 2.49+0.03
Cholesterol (mg/dL) 66.96 + 12.38 52.77 +£15.08 49.42 + 22.04 56.48 + 10.33
HDL-Chol (mg/dL) 38.12+1.80 32.81 £ 3.47* 25.28 + 1.65** 32.26 £ 1.55*
Triglycerides

127.85 £ 4.62 298.81+351* 276.73+14.07° 238.01 + 10.09*

(mg/dL)

CS (0.9% saline solution), DS (Diabetic - 0.9% saline solution), DLe-100 (Diabetic + Lentinula

edodes 100 mg/kg/day), DLe-200 (Diabetic + Lentinula edodes 200 mg/kg/day).

AST

(aminotransferase de aspartate), ALT (aminotransferase de alanine), HDL-Chol (high-density

lipoproteins). Data are presented as mean £ S (n = 6). *p<0.05 in comparison to CS group,

%comparison to DS group, *comparison to DLe-100 group, bcomparison to DLe-200 group, one-

way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.
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Table 3 — Activity level of catalase, reduced glutathione (GSH), and Thiobarbituric acid

reactive substances (TBARS) of pregnant rats treated with Lentinula edodes

Groups
Non Diabetics GDM-STZ
Parameters CcS DS DLe-100 DLe-200
Catalase k/min/mg 0.19+0.09 0.64+0.19* 0.61+0.06* 0.26+0.01*
GSH pmol/g 0.26 £ 0,02 0.16 £ 0.01* 0.16 £ 0.04* 0.13+£0.01*
TBARS pmol/g 7.17 £1.58 755 +0.94 6.23+0.73 6.66 £ 1.52

CS (0.9% saline solution), DS (Diabetic - 0.9% saline solution), DLe-100 (Diabetic +

Lentinula edodes 100 mg/kg/day), DLe-200 (Diabetic + -Lentinula edodes 200

mg/kg/day). Data are presented as mean = S (n = 6). *p<0.05 in comparison to CS

group, ®comparison to DS group, one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estes estudos reportaram modelos de utilizagdo da estreptozotocina
para a inducdo do diabetes mellitus gestacional. Embora existam grandes
diferencas metodoldgicas entre os protocolos empregados, podemos concluir,
que a DMG-STZ ainda é um bom modelo para os estudos dos efeitos da

hiperglicemia sobre os conceptos.

O Lentinula edodes nas doses utilizadas, ndo apresentou efeitos toxicos
sobre a mae e mostrou possuir efeito protetor sobre os parametros de pré-
implantacdo na DMG-STZ. Entretanto ndo foi capaz de reverter os efeitos

deletérios causados pelo diabetes na gestacéo.
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‘ANEXO A — Documento aprovacdo CEUA

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

Protocolo n” 48/2015
Interessado (a): Marli Gerenutti
Orientador (a): Marli Gerenutti

Titulo do Projeto: Ensaios Pré-clinicos com o Lentinula adodes (Shiitake) no Tratamento
de Diabetes Gestacional.

Titulo do Experimento: 0 mesmo

Apresentado & Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA para analise, segundo a Lei No.
11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do pardgrafo 1° do artigo 225 da
Constituicdo Federal, foi considerado:

[ x ] APROVADO.

[ JAPROVADO com RECOMENDACAQ, devendo o proponente encaminhar as
modificacdes sugeridas em anexo para complementagdo do protocolo;

[ 1COM PENDENCIA, devendo o proponente readequar os itens do protocolo;
[ ] REPROVADO

Manifestagéio do Parecerista:

Nome: Renata de Lima

Coordenador da CEUA-Uq.i, 0

- —

Assinatura: = = N —

Data: 25/05/2015

¥ Encaminhar cpia deste parecer para o e-mail ceua(@uniso.br e original assinado para a Segio
Técnica Académica



ANEXO B — Atestado de sanidade animal

r ’!'*’“%

Animals de Laboratiio Criaglo e Caméreio Lids. - EPP

CNPJ (NF) 63,440 62000940 « NSC, EST.: 515.020.551.118 in % o i
bt e L ! Paulinia, 02 de fevereiro de 2016.

ATESTADO DE SANIDADE ANIMAL

Atesto para os devidos fins que os Ratos Wistar procedentes deste
estabelecimento, ¢ constantes na Nota fiscal Eletrénica 003913 estdo em
perfeitas condigoes de saide e livres de doengas infecto-contagiosas,
cumprindo-se, dessa forma, o que determinam os dispositivos legais vigentes.

no que se referem &s exigéncias sanitdrias para o deslocamento dos animais.

Outrossim, informo que os referidos animais sio provenientes de
matrizes igualmente sauddveis ¢ isentas de quaisquer tipos de tratamento

medicamentoso ou por meio de vacinas.

Atenciosamente,

<G
evanir Perecihi
Médico Vecerindrio
CRMV-SP 32825
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ANEXO C - Certificados

VIl SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE COGUMELDS NO ERASIL
M ACION MELC TivE

Certificado

Certificamos que BIANCA HESSEL MASCHIO participou do Vil Simpésio Internacional Sobre Cogumelos no Brasil
/ VIl Simpésio Nacicnal sobre Cogumelos Comestiveis, realizado na Universidade de Sorocaba, em Sorocaba-SP,
Brasil, no periodo de 18 a 22 de agosto de 2015.

Sorocaba, 22 de Agosto de 2015
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e ] My @ e aewh o
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Certificado

1°r Encuentro Internacional de Cooperaciéon Cientifico-Académica
En el ambito de las Plantas Medicinales y los Compuestos Bioactivos

Certificamosque BIANCAHESSEL MASCHIO participoudo 1erEncuentrointernacional
de Cooperacién Cientifico-Académica, realizado na Universidade de Sorocaba - Uniso,
no dia 12 de junho de 2015, totalizando 04 horas.

Sorocaba, 12 de junho de 2015.

e
Profa. Dra. Luciane Cruz topes—__ - Silvio Barberato Filho _

‘Organizadora do Evento Coord. do Programa de P& em Ciéncios F i UNISO




73

Conferéncia Farmacos no Ambiente: Estratégias de

|nternaCi0na| avaliagao dos efeitos de farmacos de
em Toxicologia

Certificado

utilizacdo humana em peixes

Certificamos que BIANCA HESSEL MASCHIO participou da Conferéncia Internacional em Toxicologia, realizada

na Universidade de Sorocaba - Uniso, em Sorocaba-SP, Brasil, no dia 24 de fevereiro de 2016, com carga horaria
de 04 horas.

Sorocaba, 24 de fevereiro de 2016.

— = :
Profa-Bra. Luciane Cruz Lopes Prof. DT. Daniel Bertoli Gongalves @

Coordenadora do Mestrado Coordenador do Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas em Processos Tecnologicos e Ambientais

VIII SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE COGUMELOS NO BRASIL
VII SIMPOSIO NACIONAL SOBRE COGUMELOS COMESTIVEIS

8th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON MUSHROOMS IN BRAZIL
7th NATIONAL SYMPOSIUM ON EDIBLE MUSHROOMS

Certificado

Certificamos que o trabalho REVISAO CRITICA DE METODOS ALTERNATIVOS PARA AVALIACAO DA SEGURANGA E EFICACIA
DO Agaricus blazei, de autoria de Antonio Ademar Poles Junior, Bianca Hessel Maschio e Sara Rosicler Vieira Spim,
foi apresentado em formato de péster durante o VIl Simpésio Internacional Sobre Cogumelos no Brasil / VIl Simpésio
Nacional sobre Cogumelos Comestiveis, realizado na Universidade de Sorocaba, em Sorocaba-SP, Brasil, no periodo de
18 a 22 de agosto de 2015.

Sorocaba, 22 de Agosto de 2015.
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NICAMP Faculdade de
ume Ciéncias Médicas

Declaro que Bianca Hessel Maschio

participou do evento: II Seminario Internacional sobre Carreira Docente nas Profissoes da
Saude, realizado no dia 26 de Maio de 2015, com duracéao de 8 horas, na Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP.

Cidade Universitaria "Zeferino Vaz", 26 de Maio de 2015.

o

Profa. Dra. Ekana Mariorano Amaral
Coorgenadora do Programa Pro-Ensino 20362010

()  1lInternational workshop in
‘ A rational use of medicines

Integra drug safety researches and

Certificado

Certificamos que BIANCA HESSEL MASCHIO participou do “llInternational workshop in rational use of medicines”,
realizado na Universidade de Sorocaba - Uniso, em Serocaba-SP, Brasil, no dia 21 de outubro de 2015, com carga
horaria de 04 horas.

Sorocabaj;21 de outubroide 2015.

Universidade de Sorocaba
Profa. Dra. Luciane Criz #Dr. Silvio Barberato Filho P G
Organizadora do Evenfo: Coord. do Progroma de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
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Certificamos que Profa. Marli Gerenutti
(orientadora), Prof. Antonio Ademar Poles Junior e
Profa. Bianca Hessel Maschio participaram como
examinadores na Banca de Avaliagdo Final do
trabalho de Prdtica de Pesquisa III da aluna Améris
Leticia Foramiglio intitulado: “INCORPORACAO
DE EXTRATO SECO AQUOSO E
HIDROALCOOLICO DE ganoderma lucidum EM
GEL DE FIBROINA DERIVADA DE Bombyx
mori” ocorrida no dia 04/12/2015, no curso de

Farmacia da Universidade de Sorocaba.

Sorocaba, 04 de dezembro de 2015

=R

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