UNIVERSIDADE DE SOROCABA

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO, PESQUISA, EXTENSAO E INOVACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Fabia Judice Marques Viroel

ESTUDOS PRE-CLINICOS DO COGUMELO MEDICINAL Ganoderma lucidum
(Higher Basidiomycetes): EVIDENCIAS NO DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL

Sorocaba/SP

2018



Fabia Judice Marques Viroel

ESTUDOS PRE-CLINICOS DO COGUMELO MEDICINAL Ganoderma lucidum
(Higher Basidiomycetes): EVIDENCIAS NO DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL

Dissertagdo apresentada a Banca Examinadora do
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba, como
exigéncia parcial para obtencéo do titulo de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Marli Gerenutti

Sorocaba/SP

2018



Fabia Judice Marques Viroel

ESTUDOS PRE-CLINICOS DO COGUMELO MEDICINAL Ganoderma lucidum
(Higher Basidiomycetes): EVIDENCIAS NO DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL.

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre no Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sorocaba

Aprovado em: /]

BANCA EXAMINADORA:

Profa. Dra. Marli Gerenutti

Universidade de Sorocaba

Profa. Dra. Ana Carolina Rusca Correa Porto

Universidade de Sorocaba

Prof. Dr. Alessandre Hataka

Universidade Estadual Paulista — Unesp- Botucatu



DEDICATORIA

Dedico este trabalho, com todo meu carinho e com imensa saudade, ao meu
pai Antbnio Mauro de Moraes Marques.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois sem Ele nada disso teria sido possivel.

A minha orientadora, professora Marli Gerenutti, excelente profissional com
quem aprendi muito. Obrigada por toda paciéncia e ensinamentos.

A professora Denise Grotto, por todo incentivo, colaboracdo e auxilio na
execucao desse trabalho. Meu muito obrigado.

A professora Angela Jozala, pelo apoio e me ensinar enxergar as coisas de
modo mais facil.

Ao professor Alessandre Hataka pelo valioso tempo dispendido e imensa
contribuicdo neste trabalho.

A Thaisa, pela prontiddo na ajuda nas atividades do laboratério e pela
amizade.

A minha querida amiga Leticia, que juntas descobrimos o verdadeiro valor da
parceria, amizade e companheirismo.

Ao time de alunos de iniciacao cientifica, Lucas, Mirela e Veronika, meu muito
obrigada, a ajuda de vocés foi muito importante para mim.

Ao meu sogro Joaquim e minha sogra Zuleika, ndo tenho palavras para
agradecer todo apoio que me deram, todo amor e atengdo com meus pequenos na
minha auséncia.

A minha mae Vanda, que sempre me encorajou e acreditou em mim.

Ao meu marido Gustavo, pela confianca, suporte e amor. Talvez vocé nao
saiba o que fez nem como ajudou, mas para mim foi muito importante.

Aos meus amados filhos, Leticia e Lucas, por serem a energia que me
estimula a seguir em frente e por tornarem minha vida mais doce e feliz.

Aos meus amigos e familiares pelo apoio em todos os momentos.

Aos animais, parte fundamental para desenvolvimento desse trabalho, muito
obrigada pelas suas contribuicdes a ciéncia.

A Fapesp pelo apoio financeiro (Processo 2015/24566-9), a Finep (Processo
01.10.0659.00), ao Prosup-Capes pela bolsa de estudos.



EPIGRAFE
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(Max Lucado)



RESUMO

Introducao: Em humanos, os aumentos das taxas de morbidade e mortalidade
materna e perinatal estdo associados ao numero crescente de Diabetes Mellitus
Gestacional (GDM). Maes diabéticas sem tratamento durante a gravidez possuem
maiores chances de terem filhos com problemas cardiacos e respiratérios, ictericia,
episddios de hipoglicemia apds parto e morte uterina. Apés GDM, a mulher e o filho
estdo mais suscetiveis a desenvolverem diabetes ao longo de suas vidas. O uso de
alimentos funcionais parecem ser fatores importantes no controle desse tipo de
diabetes, e podem trazer potenciais beneficios a salde materno-fetal. Objetivo:
Avaliar por meio de ensaio pré-clinico in vivo o desenvolvimento materno-fetal no
Diabetes Mellitus Gestacional induzido por estreptozotocina (GDM-STZ), quando da
exposicdo materna durante o periodo gestacional ao cogumelo culinario-medicinal
Ganoderma lucidum (Gl) Material e Métodos: Ratas Wistar prenhes foram expostas
ao po liofilizado reconstituido de G/ antes e apo6s a inducao do GDM-STZ (dose
unica de 40mg/kg, IV) no oitavo dia de gestacdo; foram realizados teste oral de
tolerdncia a glicose, avaliacbes bioquimicas (ALT, AST, CK, Ureia, Creatinina,
Albumina, Colesterol, HDL-Col e Triglicérides), avaliacdes hematolbgicas, avaliagcdes
de estresse oxidativo, analise do desempenho reprodutivo das ratas, avaliagdes
morfométricas de fetos; analises histoldégicas materna (figado, pancreas e rim) e
fetal (medida de hipocampo e cértex). Resultados: O G/ reduziu resposta glicémica
no teste oral de tolerancia a glicose, entretanto nao alterou a glicemia e os niveis de
insulina materna e fetal; promoveu diminuicao dos valores de AST e CK materno e
CK placentério e fetal. No estresse oxidativo houve melhora dos niveis de catalase e
malondialdeido com o uso do G/ administrado ap6s a STZ e ainda diminuiu
triglicerideos séricos. Os fetos das ratas expostas ao G/ mostraram maiores medidas
fetais de cabeca, térax, craniocaudal e cauda, mantiveram a medida do hipocampo
semelhante ao grupo controle. As ratas ndo apresentaram melhora na capacidade
reprodutiva. Conclusao: Os resultados maternos e fetais obtidos até presente
momento indicam que o Ganoderma lucidum na dose empregada, antes ou apds a
inducdo do GMD-STZ possui promissor potencial nutricional e medicinal na evolugao
da gestacao e possui feitos protetores sobre os fetos.



Palavras-Chave: Toxicologia da reproducdo. Desenvolvimento pré-natal.Diabetes
Mellitus Gestacional. Ganoderma Ilucidum. Estresse oxidativo. Teste oral de

tolerancia a glicose.



ABSTRACT

Introduction: In humans, increases in maternal and perinatal morbidity and mortality
rates are associated with increasing numbers of Gestational Diabetes Mellitus
(GDM). Untreated diabetic mothers are more likely to have children with heart and
respiratory problems, jaundice, episodes of postpartum hypoglycemia, and uterine
death. After GDM, the woman and the child are more susceptible to developing
diabetes throughout their lives. The use of functional foods seem to be important
factors in the control of this type of diabetes, and may bring potential benefits to
maternal-fetal health. Aim: To evaluate the maternal-fetal development in
streptozotocin-induced Gestational Diabetes Mellitus (GDM-STZ) through in vivo pre-
clinical trials in maternal exposure to the culinary-medicinal mushroom Ganoderma
lucidum during the gestational period. Methods: Pregnant Wistar rats were exposed
to reconstituted lyophilized powder of Ganoderma lucidum before and after induction
of GDM-STZ (single dose 40mg/kg, V) on the eighth pregnancy day; were assessed:
biochemical parameters (ALT, AST, CK, Urea, Creatinine, Albumin, Cholesterol,
HDL-Col and Triglycerides), hematological and oxidative stress evaluations,
reproductive performance analysis, morphometric evaluation of fetuses; maternal
(liver, pancreas, and kidney) and fetal (hippocampal and cortex) histological
analyzes. Results: Gl reduced glycemic response in the oral glucose tolerance test,
however did not alter glycemia and maternal and fetal insulin levels; decreased AST
and maternal CK and placental and fetal CK values. In oxidative stress there was an
improvement in the levels of catalase and malondialdehyde with the use of Gl
administered after the STZ and still decreased serum triglycerides. Fetuses from rats
exposed to Gl showed greater fetal measurements of head, thorax, craniocaudal and
tail, maintained the hippocampus measurement similar to the control group. The rats
showed no improvement in reproductive capacity. Conclusion: Maternal and fetal
results obtained so far indicate that Ganoderma lucidum at the dose used, before or
after the induction of GMD-STZ has a promising nutritional and medicinal potential in

the evolution of gestation and has protective effects on fetuses.

Key-words: Reproductive toxicology. Prenatal development. Gestational Diabetes

Mellitus. Ganoderma Ilucidum. Oxidative stress. Oral glucose tolerance test.
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1 INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) € uma doenga enddcrina crénico-degenerativa
caracterizada pela diminuicdo da secre¢ao de insulina pelo pancreas (tipo 1) ou
o aumento na resisténcia a insulina pelas células do organismo (tipo 2),
ocasionando aumento de glicose no sangue. Alteracdes crénico-degenerativas
como do DM podem causar complicagdes metabdlicas em varios sistemas do
organismo, tais como: nefropatia, retinopatia, neuropatias, eventos
cardiovasculares e cerebrovasculares em pacientes diabéticos (GROSS et al.,
2005).

Dados da OMS (Organizacao Mundial da Saude) preveem elevacao do
numero de diabéticos de 171 milhdes no ano de 2000, para 336 milhdes em
2030, neste aumento, um grupo especial de diabéticos, o Diabetes Mellitus
Gestacional (GDM), vem preocupando os setores de Saude Publica
(GALINDO, V; CAVALCANTI, N; LYRA, 2006).

O Diabetes Mellitus Gestacional (GDM) vem sendo tratado como um
problema global de saude das gestantes e no Brasil a prevaléncia dessa
doenca no Sistema Unico de Saulde (SUS) é de aproximadamente 18%
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE; MINISTERIO, 2017).

A etiologia desse tipo de diabetes ainda € desconhecida, entretanto de
acordo com Amancio, Cristina e Mendonga (2013) existem algumas hipo6teses
que podem explicar este tipo de DM: (1) Alteracbes hormonais na gestacédo —
no periodo gestacional é produzida na placenta uma grande quantidade de
hormbnios, como o estrogénio, progesterona e a somatotrofina coribnica
humana, ambas s&o importantes para o desenvolvimento fetal e podem
interferir na agdo da insulina no organismo materno, funcionando como
antagonistas da agéo da insulina, causando aumento na resisténcia a insulina;
(2): Fatores genéticos — como o diabetes gestacional é caracterizado por uma
resisténcia a insulina semelhante a que ocorre no diabetes tipo 2, as mulheres
que desenvolvem diabetes durante a gestacao tém maior probabilidade de
algum dia vir a desenvolver o diabetes tipo 2; (3) Obesidade — diabetes
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gestacional € mais comum em grupos onde a obesidade esta presente,
podendo desencadear tanto o diabetes gestacional quanto o diabetes tipo 2.

A gestante portadora de GDM ndo tratada tem maior risco de rotura
prematura de membranas e parto pré-maturo, apresentacao pélvica fetal e feto
macrossémico (YANG et al., 2002). Condicdes como hipdxia, infeccdo e
diabetes durante a gestacédo estdo associadas as mudangas na vascularizacao
placentaria e nas células trofoblasticas, gerando assim insultos no meio
intrauterino que interrompem o desenvolvimento fetal normal (MCMULLEN et
al., 2004).

No feto humano, além da macrossomia, 0s riscos para o0
desenvolvimento de sindrome da angustia respiratéria, cardiomiopatia, ictericia,
hipoglicemia ao nascer, hipocalcemia, hipomagnesemia e policitemia com
hiperviscosidade  sanguinea  encontram-se  fortemente = aumentados
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004).

Anomalias congénitas frequentemente encontradas em conceptos de
maes diabéticas incluem as malformacées do sistema nervoso central,
sistemas cardiovascular, digestério, urogenital e esquelético (MOLEY KH.,
1999).

Neste contexto, o acompanhamento de gestantes com GDM é muito
importante e deve incluir o controle metabdlico mediante ajustes na dieta,
exercicio fisico e uso de insulina, quando necessario (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Metzger (2007) e Reader (2007) acreditaram que a
terapia nutricional € a primeira opcdo como tratamento para a grande maioria

das gestantes com GDM.

A insulina de uma maneira geral s6 € introduzida quando a dieta e o
exercicio ndao levam a um controle metabdlico (AQUINO et al., 2003). Sendo
assim, o primeiro tratamento preconizado para a GDM como forma de controlar
a glicemia nessas pacientes é a dieta, pois o exercicio fisico nem sempre é

bem tolerado em algumas gestantes, principalmente aquelas com excesso de
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peso, restando a dieta como uma ferramenta importantissima. Os alimentos
naturais com alto teor de substancias antioxidantes e atividade hipoglicemiante
tém sido alvo de estudo de muitos pesquisadores, visando diminuicdo dos
radicais livres e o nivel de glicose sanguinea em pacientes com DM, na
tentativa de reduzir os danos metabdlicos no organismo (WU; XU, 2015; Xl et
al., 2010). Esta busca por alimentos funcionais, como os cogumelos, vem
ganhando adeptos em toda parte do mundo e muitos estudos tém relatado

suas propriedades medicinais e nutricionais nas patologias metabdlicas.

Oyetayo (2011) em seu artigo de revisdo relata que pesquisadores
nigerianos tém coletado informagdes importantes sobre o uso tradicional e
medicinal dos cogumelos, e destacam a utilizagcdo do cogumelo Ganoderma
lucidum e seus efeitos benéficos no tratamento de diabetes. Paises orientais
como Japao, China e Coréia ha centenas de anos usam o Ganoderma lucidum
como alimento funcional, pois possui propriedades antioxidantes,
hipoglicemiantes, diminuem os niveis de colesterol e triglicerideos (TG),
rejuvenescedor, anticancerigeno e ainda para tratamento de muitas
enfermidades como bronquite crbnica, hepatite, hipertensdo e desordens
imunolégicas (LIN, 2001).

A espécie de cogumelo Ganoderma Ilucidum, possui uma variedade de
moléculas bioativas em suas constituicoes como, por exemplo, triterpendides,
polissacarideos, nucleotideos, acidos graxos, glicoproteinas, esterois,
esteroides, proteinas e peptideos (BATRA; SHARMA; KHAJURIA, 20183;
WACHTEL-GALOR et al., 2011).

Estudos demonstraram que as moléculas bioativas do cogumelo
Ganoderma lucidum possuem propriedades anticancer, anti-diabetogénica,
anti-hepatotéxica e imunomodulatéria (BOH, 2013; BOH et al., 2007;
PATERSON, 2006). Chen et al. (2017) isolaram sete novos compostos do
corpo frutifero do Ganoderma Ilucidum e em seus ensaios de bioatividade,
forneceram evidéncias para o uso deste cogumelo como planta medicinal no

controle da glicemia e atividade anticancer.
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Este trabalho propde analises pré-natais, com a utilizacdo de parametros
de acompanhamento gestacional e de desenvolvimento fetal para investigar o
potencial deste cogumelo em possuir atividade de prevencdo dos efeitos
deletérios da GDM induzido pela estreptozotocina (GDM-STZ).

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente estudo busca avaliar os efeitos do Ganoderma Ilucidum sobre
o diabetes mellitus gestacional de ratas induzido por estreptozotocina (GDM-
STZ) — considerando-se suas potencialidades nutricionais e medicinais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do Ganoderma lucidum na evolucao gestacional e
no desempenho reprodutivo de ratas GDM-STZ.

e Avaliar os efeitos do Ganoderma Ilucidum sobre o desenvolvimento
intrauterino de ratos expostos a estreptozotocina, por meio de

analises placentarias, fetais e de liquido amniético.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Delineamento Experimental

Foi realizado um ensaio pré-clinico in vivo com ratas GDM-STZ expostas
ao cogumelo Ganoderma Ilucidum (Gl) onde o fluxograma do estudo esta
ilustrado na Figura 1. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade de Sorocaba CEUA/UNISO Protocolo n® 089/2016
(ANEXO A) e recebeu apoio financeiro da Fapesp (Processo 2015/24566-9).
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Figura 1 -Fluxograma do estudo.
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Fonte: Elaboracao prépria.

3.2 Ganoderma lucidum
3.2.1 Obtencao do pé liofilizado do cogumelo

As amostras in natura do cogumelo Ganoderma lucidum (Figura 2),
adquiridas comercialmente, foram fragmentadas de maneira homogénea,
armazenadas em biofreezer a -80°C (REVCO® ULT-1386-3-D) por um periodo
de aproximadamente 24 h; o material congelado foi liofilizado em Liofilizador -
Termo Savant, LK-40, até a obtencado de 10% de massa seca. A amostra seca
foi moida (moinho de facas e martelo marca Marconi®), em seguida tamisada
em tamises (malha 50 e malha 60), com a finalidade de obtencao de particulas
homogéneas para serem suspendidas em agua. O pd tamisado foi

acondicionado em embalagens plasticas herméticas mantidas em dessecador.
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Figura 2 - Ganoderma lucidum.

Nota: A: in natura. B: Liofilizado e moido.
Fonte: Elaboragéo prépria.

3.2.2 Dosagens de compostos fendlicos e B-glucanas

A determinacdo de compostos fendlicos por andlise colorimétrica foi
realizada em triplicata segundo o método descrito por Scalbert, Monties, Janin
(1989) de acordo com as modificagcdes realizadas por Ramirez-Anguiano et al.
(2007), e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de
acido galico (EAG)/grama de amostra em base seca. A determinacdo de
glucanas foi realizada em duplicata, por hidrélises enzimaticas e quimicas,
realizadas com por kit comercial Mushroom and yeast beta-glucan -
Megazyme®.

3.3 Animais

Ratos Wistar (oito machos pesando entre 250 e 300 g e vinte e quatro
fémeas pesando entre 180 a 200 g), foram adquiridos com seus respectivos
atestados de saude, do Biotério da Universidade de Sao Paulo - USP, Sao
Paulo, Brasil (ANEXO B). Os animais foram ambientados no Biotério de
Experimentacdo Animal do Lapetox, em temperatura e ciclos claro/escuro,
controlados automaticamente, a 25 + 3 °C e 12 h, e alojados, em gaiolas
acrilicas e forracao de maravalha, no Sistema de Controle Microambiental da
Marca Alesco® (Figura 3), e de acordo com os critérios de bem-estar animal.
Todos os animais receberam ragéo e agua ad libitum.
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Figura 3 - Isoladores micro ambientais Alesco® para alojamento dos animais.

et A =

B

Fonte: Elaboragéo prépria.

3.4 Acasalamento e Prenhez

Para o acasalamento os animais foram alojados em numero de trés, 01
macho com 02 fémeas, por um periodo noturno de 12 horas. Por meio de
observacdes microscopicas (Microscopio Bioldgico, Modelo Axio Lab.Af,
ZEISS®), a indicativa do primeiro dia da prenhez, conforme ilustra a Figura 4,
foi presenca de espermatozoides no esfregago proveniente do lavado vaginal
(GERENUTTI; DEL FIOL; GROPPO, 2006).

Figura 4 - Presenca de espermatozoides no lavado vaginal de rata Wistar como indicativo do
primeiro dia de gestagéo.
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Fonte: Elaboracao prépria (esfregago vaginal, aumento 5x).
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Apbs a confirmacgao da prenhez, foi realizada uma divisdo randomizada
dos grupos (Figura 5), onde as ratas foram divididas individualmente em 04

grupos de seis animais.

Figura 5 - Divisdo dos grupos apds confirmagao da prenhez.

Controle Negativo
(SC) n=6

Solugao salina 0,9% do 1° ao 19° dia +
tampao citrato no 8° dia

Controle Positivo
(GDM+S) n=6

Solugao salina 0,9% do 1° ao 19° dia +
STZ no 8° dia

Ganoderma lucidum
antes da STZ
(GDM+Glb) n=6

Ganoderma lucidum do 1° ao 19° dia +
STZ no 8° dia

Ganoderma lucidum
depois da STZ
(GDM+Gla) n=6

STZ no 8°dia +
Ganoderma lucidum do 9° ao 19° dia

g & 4 J

Fonte: Elaboragéao prépria.

3.5 Escolha da dose e exposicao ao cogumelo

A dose definida em 100 mg/kg/dia, em dose diaria Unica, para este
trabalho foi baseada em estudos anteriores de doses com outros cogumelos
culinario-medicinais empregados no Lapetox-Uniso (FRIZO et al., 2014a;
GROTTO et al.,, 2016) e tendo por base a dose diaria recomendada do
Ganoderma lucidum como suplemento alimentar no tratamento do diabetes
pela Pharmacopoeia of the People’s Republic of China(COMMISSION, 2010).

O cogumelo foi administrado as ratas prenhes em dois momentos: no
grupo GDM+Glb o Ganoderma lucidum foi administrado do 1% ao 19° dia de
prenhez e no grupo GDM+Gla o Ganoderma lucidum foi administrado a partir
do 9% até o 19% dia de prenhez. Em todos os momentos o cogumelo foi
administrado por via oral (gavagem) e a STZ foi administrada no 8° dia de
prenhez.



20

3.6 Inducao e Acompanhamento do Diabetes Mellitus Gestacional (GDM-
ST2)

Para a inducdo do Diabetes Mellitus, os animais receberam, por via
intravenosa (veia caudal) conforme mostra a Figura 6, injecdo de
estreptozotocina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) diluida em 0,1 mol/l de
tampao citrato pH 4,5 (TOMA et al., 2015; VOLPATO et al., 2008) na dose de
40 mg/kg. A dose e a via de administragcdo da estreptozotocina foram
escolhidas com base em nossos estudos de revisdo (MASCHIO et al., 2017),
sendo considerada a via intravenosa de acdao mais prolongada e efetiva sob as

células beta pancreaticas.

Figura 6 - Indugéo do diabetes pela administragdo de STZ na veia caudal.

Fonte: Elaboragéao propria.

Apés 48 horas da administracéo da STZ, o sangue periférico do pavilhao
auricular foi colhido para dosagem de glicose (Monitor de Glicemia FreeStyle
Lite, Abbott) (Figura 7). Animais com glicemia acima de 120 mg/dL foram
considerados diabéticos. O peso dos animais foi acompanhado diariamente em
balanca digital eletrénica (Sf-400).
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Figura 7 - Aferigao da glicemia ap6s 48h da indugdo do GDM-STZ via pungéo de vaso
periférico do pavilh&o auricular.

Fonte: Elaboragéo prépria.

3.6.1 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Para o acompanhamento da GDM-STZ foi empregado o teste oral de
tolerancia a glicose (TOTQG), realizado no 17° dia de prenhez, segundo
protocolo de De Mello e colaboradores (2001). Apds jejum de 6 horas, uma
solucéo de dextrose (2 g/kg de peso corporal) foi administrada por gavagem; o
sangue periférico do pavilhdo auricular foi colhido para dosagem de glicose
(Monitor de Glicemia FreeStyle Lite, Abbott) em 0, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos
(Figura 8).

Figura 8 - Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG) com monitoramento de 2 horas das ratas
GDM-STZ.
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Fonte: Elaboragéao prépria.



22

3.7 Procedimento de Cesarea

Para avaliacdo materna (item 3.8), avaliacdo da capacidade reprodutiva
(item 3.9) e avaliacdo do desenvolvimento embriofetal e placentario (item 3.10),
foram realizados os procedimento de cesarea. No vigésimo dia de prenhez, as
ratas foram anestesiadas com quetamina (anestésico geral na dose de 100
mg/Kq) e cloridrato de xilazina (relaxante muscular na dose de 6 mg/Kg), via IP.
o procedimento de cesérea foi realizado com uma incisdo longitudinal na linha

alba para exposicao do Utero e dos ovarios.

3.8 Avaliacao Materna

O sangue materno foi coletado por punc¢ao venosa hepatica (em seringa
previamente heparinizada) e transferido para dois tubos: (tubo A) contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foi utilizado para
avaliacao hematolégica e estado redox; (tubo B) sem o anticoagulante e com
gel separador foi utilizado para avaliagdes bioquimicas.

3.8.1 Analise Hematolégica Materna

Os parametros hematolégicos maternos de hemoglobina, hematécrito,
contagem total de leucdcitos (WBC), contagem total de eritrocitos (RBC) e
numero de plaquetas (PLT) foram analisados com o auxilio do equipamento
automatico Hematologia XS 1000i WAS, Roche®.

3.8.2 Andlises Bioquimicas

Os parametros bioquimicos analisados com o auxilio do equipamento
automatico Cobas C111, Roche® foram: alanina aminotranferase (ALT),
aspartato aminotranferasee (AST), albumina, creatina quinase (CK), creatinina,
colesterol total, glicose, lipoproteina de alta densidade (HDL-col), triglicérides e

ureia. A dosagem plasmatica de insulina foi realizada por teste Elisa (Tecan
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M200 pro), de fase sélida, baseado no principio Sanduiche, utilizando-se kit
comercial especifico para ratos, Rat/Mouse Insulin Elisa Kit - Merck®.

3.8.3 Avaliagcédo de Estresse oxidativo

Para a analise de estresse oxidativo foram analisadas as atividades das
enzimas glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), a concentracao de
glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA).

A determinacdo da GSH se deu pela quantificacao dos tidis totais, que
foi realizada por espectrometria UV-VIS, baseada no método de Ellman (1959).
Para isso, 150 pL de sangue total sempre mantido em banho de gelo, foi
hemolisado com 100 pl de Triton X-100 a 10% e precipitado com 100 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 30%. As amostras foram centrifugadas a 4000
rpm e 4°C por 10 minutos em centrifuga refrigerada (Sorvall® ST 16R) e os
sobrenadantes separados. Apds, 50 puL de sobrenadante e 50 yL de 5-5-ditio-
bis-2-acido nitrobenzoéico (DTNB) 10 mM foram diluidos em 900 pL de tampéo
fosfato (pH 7,4), formando um complexo amarelo. A leitura foi feita em seguida
no espectrofotdmetro (PerkinElmer®, Lambda 35) com comprimento de onda de
412 nm. Uma curva de calibracdo com concentracbes pré-definidas de GSH
(0,005; 0,01; 0,025; 0,05 e 0,1 pmol) foi utilizada para o calculo da
concentracao. Os resultados foram expressos em umol/L de sangue total.

A atividade da enzima antioxidante GPx foi determinada em sangue total.
O sangue foi diluido 40 vezes em tampao fosfato de potassio com EDTA, pH
7,0. Apéds, 20 puL da amostra diluida foi acrescentado em 880 uL de uma
solucdo contendo glutationa reduzida, glutationa redutase, NADPH, azida
sédica e 100 pL de H>O.. A atividade da GPx foi monitorada por dois minutos,
a 340 nm, de acordo com a metodologia de Paglia e Valentine (1967). Pela
medida do decaimento da absorbancia do NADPH foi possivel determinar a
atividade da GPx, uma vez que ela é proporcional ao consumo de NADPH. Os
dados foram expressos em pmol NADPH/min/g Hb, usando valores de
hemoglobina (Hb) expressos em g/L.
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A atividade da enzima catalase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS
(PerkinElmer®, Lambda 35) utilizando método de Aebi (1984). O método
baseia-se na decomposicdo do H.O. pela catalase, ao longo do tempo,
monitorado a 240 nm. Para tanto, o sangue foi diluido 60 vezes em tampéao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0. Uma aliquota de 20 uL de sangue diluido foi
misturada a 1910 puL de mesmo tampao fosfato de potassio, e 70 uL de H20O,
foram adicionados, dando inicio a reagdo. As mudancas na absorbancia foram
monitoradas por trés minutos. Uma constante de variacao (k), relacionada com

a Hb, auxilia na expresséo dos valores da atividade no sangue (k/gHb).

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) como MDA séao
importantes para avaliacao da peroxidacao lipidica (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979). Sendo assim, aliquotas de plasma (150 uL) foram misturados com 50 yL
de NaOH e 100 pL de Milli-Q Water ™ (Millipore, Billerica, MA, EUA). A mistura
foi incubada durante 30 min a 60 °C com agitacdo. Entdo, 500 yL de H3PO4
6%, 500 pL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,8% e 100 pyL de dodecilsulfato de
sédio a 10% foram adicionados as amostras, que ficaram em banho-maria
durante 45 minutos a 90 °C. Os produtos da peroxidacao lipidica reagiram com
TBA em condigcbes &cidas para formar uma substancia rosa, cuja absorbancia
foi lida em espectrofotdmetro a 532 nm. Foi utilizada uma curva de calibragéo
(predefinida concentracbes de 0,57, 1,43, 2,86 e 5,71 uM) para calcular a
concentracao de TBARS no material.

3.8.4 Avaliagéo Histolégica Materna

Amostras de figado, rim e pancreas foram coletadas e processadas de
forma rotineira para avaliacao histopatolégica. A fixacao foi feita em formalina
tamponada por 48 horas e, a seguir, as amostras foram lavadas em overnight
em &gua corrente. Os 6rgaos foram entdo armazenados em &lcool 70%.
Posteriormente, os tecidos foram processados no Processador Automatico de
Tecidos PT12 (O Patologista®), de forma rotineira. A seguir as pecas foram
emblocadas com parafina histolégica e armazenadas até serem enviadas para

processamento no Laboratério de Pesquisa do Servico de Patologia
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Veterinariada FMVZ - UNESP, do Departamento de Clinica Veterinaria em
Botucatu - SP, pelo Prof. Dr. Alessandre Hataka. Os cortes histolégicos foram
realizados em micrétomo semi-automatico (Leica RM2155) com quatro
micrdmetros de espessura, colhidos em laminas histolégicas e corados pelas
técnicas de hematoxilina e eosina, os cortes foram cobertos com resina
histoldgica e laminula de vidro(TOLOSA et al., 2003). As laminas dos figados,
pancreas e rins foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE),

oriundas de cada animal, foram analisadas as cegas.

A andlise da lesdo enddcrina pancreatica foi feita de forma quantitativa
onde foram contadas todas as ilhotas de Langerhans presentes nos cortes
histolégicos de cada animal. Os dados foram anotados em planilhas para

posterior analise.

Os rins e figados maternos foram analisados histopatologicamente de
forma qualitativa e descritiva em toda extensdo dos cortes para visualizagdo de

alterac6es degenerativas e/ou necréticas para cada amostra.

3.9 Avaliacao da Capacidade Reprodutiva

As fémeas foram sacrificadas e o Utero e os ovarios foram retirados. Em
seguida o utero foi inspecionado quanto ao numero de fetos, de implantagdes e
reabsorgdes visiveis conforme ilustra a Figura 9, para avaliacdo das perdas
pods-implantagdo do embrido.
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Figura 9 -Procedimento metodolégico utilizado para a avaliagdo da capacidade reprodutiva de
ratas.
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A: Utero ap6s retirada dos sacos gestacionais. B: Fetos dentro do saco gestacional. C:
Fetos depois da retirada dos sacos gestacionais. Nota: R: Reabsorcao. |: Implantacao
da placenta.

Fonte: Elaboragéo prépria.

R

Para avaliacdo das perdas pés-implantacdo (GERENUTTI et al., 2014)
foi empregada a equacao:

i ) . n2deimplantacdes — n2defetosvivos
PerdasPés — implantacao = - — x100
n2deimplantagodes

A Figura 10 ilustra o procedimento empregado para a avaliagdo de
perdas pré-implantacdo do embrido, onde os ovarios apds pesados foram
seccionados para retirada e contagem do nimero de corpos luteos.
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Figura 10 - Ovarios com corpos luteos e corpos liteos retirados dos ovarios.
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Nota: A: Ovarios com presenca de corpos liteos. B: Ovarios seccionados e contagem
de corpos luteos. CL: Corpo luteo.
Fonte: Elaboragéao prépria.

Para avaliar as perdas pré-implantacdo (GERENUTTI et al., 2014) foi

utilizada a seguinte equacao.

L . n2decorposliteos — n?deimplantacoes
PerdasPré — implantagao = - x100
n2decorposliuteos

3.10 Desenvolvimento embriofetal e analise placentaria
3.10.1 Coleta e processamento de liquido amnidtico

O liquido amnidtico foi coletado dos sacos gestacionais e transferido
para dois tubos tipo eppendorf para avaliagcao bioquimica e anélise de insulina,
procedimento ilustrado na Figura 11. O processamento das amostras foi feito
através de uma adaptacao do método utilizado por Zogno et al. (2004). No
momento da analise, a amostra de liquido amniético foi descongelada e
centrifugada por 10 minutos a 2500 rpm e 22°C (Sorval® ST 16), o
sobrenadante foi utilizado para realizacdo das analises de ALT, AST, glicose,
CK e lipase (equipamento Cobas C111, Roche®). A dosagem de insulina foi
realizada por teste Elisa (Tecan M200 pro), de fase sdélida, baseado no
principio Sanduiche com kit comercial especifico para ratos, Rat/Mouse Insulin
Elisa Kit - Merck®.
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Figura 11 -Procedimento para a coleta de liquido amniético do saco gestacional.

Fonte: Elaboragéo prépria.

3.10.2 Avaliagéo morfolégica fetal

Apbs a abertura do saco embrionario os fetos foram separados das
placentas, pesados em balanca (Ohaus®-AS200S), e analisados através de
medidas morfométricas externas iulustadas na Figura 12, onde foram
realizadas as medidas antero-posterior do cranio, latero-lateral do cranio,

antero-posterior do térax, latero-lateral do torax, cranio-caudal e cauda.

Figura 12 - Procedimento empregado para a anélise das medidas fetais externas.

D F

Nota: A: Antero-posterior do cranio. B: Latero-lateral do cranio. C: Latero-lateral do
térax. D: Antero-posterior do térax. E: cauda. F: Cranio-caudal.
Fonte: Elaboracao prépria.

Em seguida, os fetos foram anestesiados e eutanasiados com halotano
(saturacdo de cuba) e divididos em dois grupos para: analise histoldgica
visceral e andlise éssea.

Analise histolégica visceral - os fetos foram fixados em formol

tamponado, armazenados em alcool 70% e posteriormente, o cérebro e os
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rinsforam retirados e processados, conforme o protocolo descrito no item 3.9.
Foram colhidas amostras de cérebro e rins direito e esquerdo. Os rins foram
cortados longitudinalmente, enquanto que os cérebros transversalmente. Todas
as laminas histopatoldgicas coradas pela técnica de hematoxilina e eosina
oriundas de cada animal foram analisadas as cegas. Os cortes transversais
dos cérebros foram feitos no terco final do érgdo na regido média do
hipocampo. Foram realizadas andlises quantitativas do érgado que consistiram
nas medidas do hipocampo e do cortex cerebral de cada feto. Os dados foram
anotados em planilhas para posterior analise. Os cortes longitudinais de ambos
os rins foram analisados de forma quantitativa, que consistiu da contagem dos
glomérulos presentes em cada 6rgdo. Os dados foram anotados em planilhas
para posterior analise.

Analise ossea - Para o estudo ésseo foram realizados os procedimentos
de evisceracdo, diafanizacdo e coloracdo, segundo Frizo (2014). Os fetos
destinados a analise esquelética permaneceram em vidro com tampa de rosca,
por periodo maximo de duas semanas, em alcool a 70%. Em cada um deles foi
realizado, um corte transversal abaixo das costelas e cortes obliquos dos lados
direito e esquerdo até a regido anal, formando um triangulo. Utilizando uma
pinca de ponta fina, foram retirados: o intestino, as visceras abdominais, o
diafragma e as visceras toracicas. Posteriormente a evisceragdo, os fetos
foram submetidos ao processo de diafanizacao e coloragdo com Alizarin red S
plus e Alcian blue. A solucdo de hidréxido de potassio foi utilizada para
diafanizagéo da pele e parte da musculatura. A diafanizagéo foi alcangada com
a maceracao dos tecidos moles pelo hidroxido de potassio (KOH) e o
clareamento com a mistura de solucao clareadora (constituida por uma parte
de éalcool benzilico, duas partes de glicerina e duas partes de etanol absoluto).
A Alizarin red S plus e Alcian blue foi empregada para visualizar o esqueleto,
uma vez que, se fixa nos locais em que houve deposicao de calcio e cora os
ossos de vermelho e a cartilagem em azul. A Figura 13 ilustra como o feto a ser
avaliado quanto as alteracbes Osseas. A avaliacao foi realizada por observacao
direta com auxilio de lupa de bancada. Foram contados 0s numeros de
calcificagdes do osso esterno, presenca ou auséncia de costelas, vertebras e
0sso0s, calcificacdo dos ossos do cranio bem como presenca dos 0ssos da

pelve.
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Figura 13- Feto diafanizado e corado com Alizarin red S plus e Alcian blue

Fonte: Elaboragéao prépria.

3.10.3 Processamento da placenta

Apo6s a abertura do saco embriondrio as placentas foram retiradas,
pesadas em balanca (Ohaus®-AS200S) e divididas em: (1) avaliacdo
morfométrica; (2) avaliagao bioquimica e de estado redox.

A analise histolégica das placentas foi realizada ap6s as mesmas terem
sido fixadas e processadas, conforme o protocolo descrito no item 3.9. A
analise foi feita de forma quantitativa e consistiram das medidas em
micrometros da largura e da espessura da placenta de cada feto e foram
realizadas com auxilio de microscopio acoplado a camara digital (Carl zeiss-
AX10, imager A1, AxioCam MRc-60 N-C 2/3” 0,63x) através do programa de
andlise de imagens AxioVision Rel. 4,6. Os dados foram anotados em planilhas
para posterior analise.

Para o estresse oxidativo e analises bioquimica, as placentas foram
armazenadas em biofreezer a -80 °C (REVCO® ULT-1386-3-D) até o momento
das andlises.

Para avaliagdo do estado redox, um pool com 250 mg de placentas de
cada rata gestante foi sonicado com 5 mL de KCI 1,15% com auxilio de
processador ultrassénico (Sonics® VCX 130 PB) por dois ciclos de 30
segundos com 35% de amplificacdo e posteriormente processadas de acordo
com as andlises especificas seguindo todos os procedimentos de leitura
UV/visivel descritos no item 3.8.3.
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Para analise de GSH, 250 puL de sobrenadante do homogenato de
placentas (precipitado com TCA 30% e centrifugado) e 100 uL de DTNB 10 mM
foram adicionados em 900 upL de tampdo fosfato. Os resultados foram
expressos em pumol/grama de tecido. A atividade da enzima antioxidante GPx
foi determinada no homogenato de placenta, baseada na oxidagdo do NADPH
a 25°C. Na andlise da placenta, 20 yL do homogentato foi acrescentado em
880 uL de uma solucdo contendo glutationa reduzida, glutationa redutase,
NADPH, azida sédica e 100 pL de H,O,. Os dados foram expressos em umol
NADPH/min/mL.

A avaliacéo a atividade da catalase, 20 uL do homogenato foi adicionado
em 1910 pyL de tampao fosfato de potassio 50 mM e 70 yL de H.O,, dando
inicio a reacao, e as mudancas na absorbancia foram monitoradas por trés
minutos, sendo os resultados foram expressos em k/min.g de tecido. Para
andlise de MDA das placentas, 250 yL de homogenato foram misturadas com
1500 uL de H3PO4 6%, 500 pyL de TBA 0,8% e 100 uL de SDS a 10%, e foram
incubadas durante 45 min a 90 °C, apdés as leituras os resultados forma
expressos em pmol/grama de tecido.

No momento das andlises bioquimicas, o mesmo procedimento de
sonicacao descrito acima foi realizado e a solugédo formada foi centrifugada por
10 minutos a 3000 rpm e 22 °C e o sobrenadante coletado para posterior
analise de ALT, AST e CK (equipamento Cobas C111, Roche®).

3.11 Analise estatistica

Para analise dos resultados foi utilizado o nivel de significancia entre 1%
e 5%. O teste de Bartlet foi usado para avaliar a homocedasticidade dos dados;
a anadlise de variancia ANOVA foi empregada para os dados paramétricos,
seguida do teste Tukey-Kramer para comparag¢des multiplas em todos os
experimentos realizados. Foi utilizado também o teste de Qui Quadrado para
os resultados obtidos em porcentagem. Todos os dados foram avaliados em
GraphPad Prism versao 6.0 (San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

Com a finalidade de facilitacdo na publicacdo cientifica futura deste
trabalho, todas as Tabelas e Figuras estdo formatadas e apresentadas no

idioma inglés.

4.1 Determinacao de B-glucanas e Compostos Fendlicos

Foram encontradas na amostra do cogumelo Ganoderma lucidum 30g
de B-glucanas por 100g de cogumelo seco e 1,8mg EAG/g de amostra seca de
compostos fendlicos.

4.2 Acompanhamento do GDM-STZ

4.2.1 Avaliacao histolégica do pancreas materno e perfil glicémico no GDM-
STZ

A Figura 14 mostra a mediana e a dispersdo do numero de ilhotas de
Langerhans, por corte histolégico, de cada fémea. Apenas o grupo DGM+SC
apresentou reducao do numero de ilhotas pancreaticas em relacdo ao grupo
SC (F=8,603, P=0,0235).
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Figura 14 - Quantitative analysis of the islets of Langerhans in GDM-STZ rats.

JaE™ s, e "'., £=

254

°
20
5
Z 154 .
g °
= ®
S 10 e °®®
=
3 . : oo
5_
oo ., ——
. o 0 o>
T T T T
e GDM+S  GDM+GIb GDM+Gla

:,{- ":;.'},‘v‘l_ ‘. > .- o/ % o
Nota: Female Group Langerhans islet SC, B: Group GDM + SC female langerhans islet. HE.
40X
SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100
mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100
mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to 19). Data are presented as mean *
SD (n = 6). *p<0.05 in comparison to SC group, one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

A Figura 15 ilustra a avaliagdo da funcao pancreatica no GDM-STZ,
considerando-se a curva glicémica materna, os niveis de insulina, da enzima
hepatica lipase e de glicose materna e fetais. A curva glicémica do TOTG
realizada no 17° dia gestacao indicou que os trés grupos GDM apresentaram
taxas glicémicas elevadas em todos os tempos aferidos. Houve uma diferenga
entre os grupos diabéticos em 10", onde o grupo GDM+Glb apresentou pico
glicémico maior que os outros 2 grupos (F=19,49; P<0,001). Nos tempos 20°,
30" e 607, os grupos expostos ao Ganoderma Ilucidum mostraram niveis
glicémicos inferiores aos do grupo DGM+S.

Os grupos GDM apresentam diminuicao dos niveis de insulina no soro
materno (F=28,09; P<0,0001)e aumento da glicose plasmatica (F=14,21;
P<0,0001), apesar disso o grupo GDM+Gla apresentou reducao da glicemia
quando comparado ao GDM+S. O liquido amniético manteve o mesmo padrao
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glicémico materno em relacao a insulina (F=3,005; P=0,0725) e a glicemia
(F=65,62; P<0,0001).

A lipase no liquido amni6tico do grupo GDM+Glb foi maior quando
comparada aos demais grupos e o grupo GDM+S apresentou nivel menor de
lipase em relacao ao grupo SC (F=4,232; P=0,0252).
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Figura 15 - The evolution of GDM-STZ.
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 1
to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to 19). Data are presented as mean = SD (n = 6). *p<0.05 in
comparison to SCgroup, 2 in comparison to GDM+S group, °in comparison to GDM+Glb group, one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.
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4.2.2 Avaliagdo hematoldgica, bioquimica e histolégica de rim e figado de ratas
GDM-STZ.

A Tabela 1 mostra os valores hematolégicos de ratas GDM-STZ. Os
grupos GDM+S e GDM+GlIb mostraram aumento do hematécrito e do numero
de plaguetas em relacdo ao grupo SC, no entanto o grupo GDM+Gla
apresentou diminuicdo de hematécrito e plaquetas quando comparado aos
outros grupos diabéticos (F=7,759, P=0,0032) e (F= 2,307, P=0,0005).

Tabela 1 -Hematological parameters of rats GDM-STZ treated with Ganoderma lucidum.

Groups Hemoglobin Hematocrit W3BC RI:C Platelet
(g/dL) (%) (10°/uL) (10°/pL) (103/UI)

SC 11,55 +£0,75 36,52 + 2,01 4,59 £ 0,85 5,98 +0,44 296,00 +67.88

GDM+S 11,82 £1,61 41,33 £1,01" 7.71+£1,99 6.08 + 0,93 445,00 + 26,00"

GDM+Glb 12.72 +0.92 41,15 +2,87* 6,155 £2,30 6,51 + 0,62 549,00 +70,71*
GDM+Gla 11.28 +0.21 36,33 + 1,60% 6,18 + 11,34 5,79 +0,35 212,75 +51,62"

(F=1,941, P=0,1637) (F=7,759, P=0,0032) (F=1,774, P=0,210) (F=1,257, P=0,3226) (F=2,307, P=0,0005)

SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma
lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to
19).WBC( white blood cel), RBC (red bood cel). Data are presented as mean = SD (n = 6). *p<0.05 in comparison to
SCgroup, ® in comparison to GDM+S group, © in comparison to GDM+Glb group one-way ANOVA, followed by Tukey-
Kramer’s.

As avaliacdes hepaticas e renais de ratas GMD-STZ foram realizadas
correlacionando-se as analises bioquimicas e histologicas. A Figura 16, mostra
o resultado do perfil bioquimico no GDM-STZ do soro materno, onde observa-
se que a ALT encontra-se aumentada no soro nos grupos GDM+S e GDM+Glb
em relacédo aos grupos SC e GDM+Gla (F=30,22; P<0,0001); a AST no grupo
GDM+S foi maior em relacdo ao grupo SC e aos grupos GDM expostos ao
Ganoderma lucium (F=6,884; P=0,0051); ass taxas de triglicérides nos grupos
GDM apresentaram aumento em relacdo ao grupo SC (F=2,588; P=0,0025)
apesar disso, o grupo GDM+Gla apresentou valor menor quando comparado

aos demais diabéticos.
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Figura 16 - Biochemical in GDM-STZ of maternal serum.
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma
lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to
19).AST (aminotransferase de aspartate), ALT (aminotransferase de alanine), HDL-Chol (high-density lipoproteins).
Data are presented as mean + SD (n = 6). *p<0.05 in comparison to SCgroup,  in comparison to GDM+S group, °in
comparison to GDM+Glb group, one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

A avaliacao histologica dos cortes de rim e figado maternos dos grupos
SC e dos grupos GDM nao apresentou diferenca relacionada a morfologia, ndo
havendo diferenca entre os quatro grupos. A figura 17 ilustra os cortes

histolégicos dos grupos controle e diabético.
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Note: A: maternal kidney SC, B: maternal kidney GDM+SC, C: maternal liver SC, D:
maternal liver GDM+SC, HE 40x.

4.3 Avaliacao da Capacidade Reprodutiva

As alteracGes na capacidade reprodutiva dos animais GDM-STZ estéo
apresentadas na Tabela 2, onde se observa menor peso de uUtero e de
ovariosno grupo GDM+S em relagdo ao grupo SC; as maiores porcentagens de
perdas pds-implantacdo foram observadas nos trés grupos GDM em relacdo ao
grupo SC. Nao foram observadas perdas pré-implantacdo (dado nao
apresentado).
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Tabela 2 — Reproductive Capacity of GDM-STZ ratstreated withGanoderma lucidum.

Groups Uterus Ovary weight Offspring Post-implantantion
weight (g) (9) vitality loss (%)
SC 44,48 + 13,83 0,142 £ 0,015 9,75+1,83 4,6
GDM+S 35,40 + 12,49* 0,112 +0,019* 8,16 +1,53 16*
GDM+Glb 43,18 £2,95 0,117 £0,017 11,0 £ 1,58 13,8*
GDM+Gla 48,52 + 3,89 0,104 £ 0,020 11,83 £ 0,69 14,1*

(F=1,159, P=03539) (F=8,561, P<0,0001) (F=1,608, P=0, 0,2269) (P=0,0367)

SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of
Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from
gestation day 9 to 19). Data are presented as mean + SD (n = 6). *p<0.05 in comparison to SCgroup, one-way
ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

4.4 Avaliacao do estado redox nho GMD-STZ

A avaliacdo do estado redox no GDM-STZ foi realizada com a
comparacao entre os biomarcadores de estresse oxidativo do sangue materno
e da placenta. A Figura 19 exibe os valores destes biomarcadores onde
observa-se que catalase no plasma esta diminuida nos grupos GDM+S e
GDM+GlIb em relagéao aos grupos SC e GDM+Gla (F=2,733; P=0,0901), porém
na placenta o grupo GDM+S mostrou aumento em relagdo ao grupo SC e aos
grupos GDM. Na placenta a concentragdo de GSH foi maior nos grupos GDM
em relacdo ao grupo SC (F=53,33; P<0,0001) sendo esse aumento maior no
grupo GDM+Glb em relacao aos outros do grupo GDM.

Em relagdo a GPx, os grupos GDM mostraram diminuicdo no plasma e
aumento na placenta, quando comparados ao grupo SC (F=16,54; P=<0,0001).

No plasma o grupo GDM+S mostrou MDA mais elevado quando
comparado aos grupos SC e aos grupos expostos ao Ganoderma lucidum
(F=14,15; P=0,0004), na placenta apenas o grupo GDM+Gla mostrou aumento
de MDA em relagao aos demais grupos (F=20,24; P<0,0001).
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Figura 18 - Oxidative stress of maternal plasma and placentaof pregnant rats GDM-STZ treated
with Ganoderma lucidum.
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100
mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of
Ganoderma lucidum from gestation day 9 to 19). Catalase (CAT), reduced glutathione (GSH), and glutathione
peroxidase reduction (GPX), malondialdehyde (MDA). Data are presented as mean + SD (n = 6). *p<0.05 in
comparison to SC group, 2 in comparison to GDM+S group, ° in comparison to GDM+Glb, group one-way
ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

4.5 Avaliacao do desenvolvimento intrauterino de ratos expostos a

estreptozotocina

A avaliacao intrauterina de ratos expostos a STZ no periodo gestacional
compreende as analises morfoldgicas dos fetos, bioquimica e histologia da
placenta e bioquimica do liquido amnidético.

A Figura 19 mostra a andlise morfométrica dos fetos, onde observa-se

que grupo GDM+S apresentou diminuicdo em todos os parametros quando
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comparado aos grupos SC, GDM+Glb e GDM+Gla. Entre os grupos expostos
ao Ganoderma lucidum, o GDM+Gla apresentou maior medida latero-lateral do
cranio quando comparado ao GDM+Glb (F=24,73;P<0,001).

Figura 19 - Fetal measurements.
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of
Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from
gestation day 9 to 19). Data are presented as mean + SD (SC n = 57; GDM+S n= 47; GDM+Glb n= 41; GDM+Gla n=
70). *p<0.05 in comparison to SCgroup, 2 in comparison to GDM+S group, ° in comparison to GDM+Glb group, one-
way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

A tabela 3 mostra as anormalidades fetais registradas em animais
diafanizados levando-se em conta a idade gestacional. Observa-se ossificacao
reduzida em membros nos grupos GDM+STZ quando comparados ao grupo
SC, entretanto o grupo GDM+Gla apresentou melhor resposta a essa
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ossificacdo quando comparado aos demais grupos diabéticos. O grupo
GDM+Glb apresentou ossificacao incompleta de cranio quando comparado aos
demais grupos.

Tabela 3 - The incidence of morphological fetal anomalies of fetus of GMD-STZ treated with
Ganoderma lucidum.

SC GDM+S GDM+Glb GDM+Gla

(n=13) (n=15) (n=13) (n=23)
Incomplete ossification of skull 0 0 15.4* 0
Hindleg agenesis 0 0 0 0
Incomplete ossification of sternebra 100 100 100 100
Lack of sternum 0 0 0 0
Reduced ossification of forelimbs and hind 0 73.3* 53.8* 4.3+
limbs
Incomplete skeletal ossification 0 0 7.7 4.3
Ossificagdo incompleta ossos pelvis 30.7 40 23 30.4

SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of
Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from
gestation day 9 to 19). Data are presented as percentage (n: number of fetuses examined) *p<0.05 in comparison to
Sc group, ® in comparison to GDM+S group, © in comparison to GDM+Glb group, Chi-square Test.

A Figura 20 mostra a mediana e a dispersao do numero de glomérulos
de ambos os rins dos fetos, observa-se que nao houve diferenca entre os
grupos (F= 0,092 e P< 0,05).

Figura 20 - Fetal Glomerulus Count.
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Note: Histologic cut image of the kidney fetus. (yellow circle indicating a glomerulus). HE. 40X

SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma
lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to
19). Data are presented as median (n = 16). p>0.05 in comparison to SC group, group one-way ANOVA, followed by
Tukey-Kramer’s.
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A Figura 21 mostra os valores das medidas de hipocampo e coértex do
encéfalo dos fetos. Apenas o grupo GDM+SC apresentou medidas inferiores
do hipocampo em relacdo ao grupo SC (F= 3,80 e P< 0,05). Em relagcéao ao
cértex ndo foram evidenciadas diferencas significantes (F= 2,28 e P< 0,05).

Figura 21 - Measurement of hippocampus and fetal cortex.
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Note: Histological cut image of fetal encephalon. (yellow arrow indicates the cortex and red arrow the hippocampus).
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma
lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from gestation day 9 to

19). Data are presented as mean + SD (n = 8). *p<0.05 in comparison to SC group, group one-way ANOVA, followed by
Tukey-Kramer’s.

4.6 Avaliacao placentaria e do liquido amniético

Para analise da fungdo placentaria foram empregadas analises
bioquimicas da placenta e do liquido amniético e a avaliacdo morfolégica da
placenta.

A Figura 22 mostra os resultados do perfil bioquimico da placenta e do
liguido amnidtico indicando alateragdes apenas nos niveis de CK, onde a
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placenta dos grupos GDM expostos ao Ganoderma lucidum mostraram
resultados de CK mais baixos quando comparados aos grupos SC e GDM+S
(F=11,28; P=0,0006); e a CK do liquido amniético mostrou aumento nos grupos
GDM+S e GDM+Gla em relacdo aos grupos SC e GDM+Glb (F=1,572;
P=0,2437), porém esse aumento foi menor no grupo GDM+Gilb.

Figura 22 -Biochemical in GDM-STZ in placenta and amniotic fluid.
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SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Gilb (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma
lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma Iucidum from gestation day 9 to
19). AST (aminotransferase de aspartate), ALT (aminotransferase de alanine), CKL (creatine kinase), Data are
presented as mean + SD (n = 6). *p<0.05 in comparison to SC group, 2 in comparison to GDM+S group, ® in comparison
to GDM+Glb group one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s.

A Tabela 4 demonstra o peso e as medidas das placentas. Observa-se
um aumento no peso nos trés grupos GDM em relagao ao grupo SC; e o grupo
GDM+Glb apresentou maior medida de largura quando comparado ao grupo
SC.
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Tabela 4 — Measurements and weights of placentas in GDM-STZ.

Groups Weight Length (um) Width (um)
SC 0,415+ 0,09 8732,69 + 1543,79 2518,55 + 529,45
GDM+S 0,494 +£0,143* 9019,47 + 1036,43 2923,96 + 293,70
GDM+Glb 0,499 + 0,080* 9742,74 +1371,69 3517,74 + 599,54*
GDM+Gla 0,462 + 0,085* 10058,27 + 976,51 3047,83 + 474,59

(F=5,854, P<=0,0022)

(F=1,185, P< 0,05)

(F=3,280, P<0,05)

SC (0.9% saline solution), GDM+S (Diabetic+saline solution 0.9%), GDM+Glb (Diabetic+100 mg/kg/day of
Ganoderma lucidum from gestation day 1 to 19), GDM+Gla (Diabetic+100 mg/kg/day of Ganoderma lucidum from
gestation day 9 to 19). Data are presented as mean+ SD (n = 5). *p<0.05 in comparison to SC group, ? in
comparison to GDM+S group, ® in comparison to GDM+Glb group one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer's.
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5 DISCUSSAO

Diabetes é uma enfermidade metabdlica onde um defeito na secrecéo
ou na acao da insulina resulta em hiperglicemia. Esse aumento crénico de
acucar no sangue causa danos prolongados em varios tecidos e 6rgaos,
especialmente nos olhos, rins, nervos, coracdo e nos vasos sanguineos
(DIABETES, 2011).

O Diabetes Mellitus Gestacional (GDM) é um tipo de diabetes que afeta
gestantes e pode acarretar consequéncias com efeitos devastadores para a
mae e para o0 concepto, promovendo aumento do risco de perda fetal,
complicagcdes no parto, malformagdes congénitas, nascimento prematuro e
tendéncia a desenvolver diabetes tipo 2 futuramente (WENDLAND et al., 2012).

Neste sentido as “Associacées sobre Diabetes” preconizam o teste de
glicemia em jejum logo no inicio do pré-natal para detectar possivel aumento
da glicemia, visto que os sinais clinicos da hiperglicemia podem ser
confundidos com os sintomas iniciais da gestacdo, e a hiperglicemia pode
causar danos maternos e fetais, ameacando a gestacao, se ndo controlada a
tempo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Um rastreio mais significativo, o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
€ preconizado entre a 24° e 28° semanas de gestacao para todas as gestantes
(METZGER, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA, 2008).

Para a compreensao dos mecanismos do GDM e suas consequéncias
para mae e para o concepto, estudos pré-clinicos com a utilizacado de modelos
animais sao necessarios e de grande importdncia na identificacdo de
problemas maternos, malformagdes congénitas, alteracdes na fisiologia
placentaria, e no desenvolvimento fetal. O modelo in vivo mais utilizado para
estudo do GDM ¢é a inducao do diabetes com a STZ, embora possam existir
variaveis individuais das respostas ao diabetes neste modelo (DAMASCENO et
al., 2014; LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003).

A STZ é uma substancia citotdéxica para as células beta-pancreaticas,
sendo capaz de anular sua funcdo através do aumento dos fatores pro-
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apoptoéticos e acumulo de substancias reativas ao oxigénio (ROS), culminando
em morte celular e diabetes (LEITER; LEE, 2005).

O pancreas é um 6rgao que possui tanto a funcao exdécrina através dos
acinos pancreaticos, como a funcao enddcrina pelas llhotas de Langerhans.
Existe uma variacao estrutural macroscopica e histolégica do pancreas entre as
diversas espécies animais utilizadas em estudo experimental, principalmente
referente a distribuicdo das ilhotas pelo tecido pancreatico. O rato apresenta
ilhotas de tamanhos variados e distribuidas por todo 6rgao, sendo que as
células B-pancreaticas produtoras de insulina se concentram no centro das
ilhotas (WIECZOREK; POSPISCHIL; PERENTES, 1998).

Segundo Ma, Hsieh e Chen (2015); Rahar et al. (2011) e Yang et al.
(2010), as pB-glucanas presentes no Ganoderma Iucidum parecem agir
aumentando o fator que previne a apoptose e a atividade de enzimas
antioxidantes, reduzindo as les6es em células B-pancreaticas induzidas pela
exposicao a STZ.

Em nosso estudo o TOTG evidenciou a manutencédo do GDM-STZ, pois
0s grupos diabéticos apresentaram aumento da glicemia em todos os tempos
do teste, reproduzindo o que acontece no GDM né&o controlado. Entretanto o
Ganoderma lucidum antes e ap6s a STZ foi capaz de reduzir a resposta
glicémica a carga de glicose administrada e demonstrou um possivel efeito
protetor sobre onumero de ilhotas de Langerhans. A hiperglicemia materna
responsavel pela hiperglicemia fetal acaba gerando estimulo prolongado nas
células beta-pancreaticas fetais, culminando na deplecdo insulinica,
hipoinsulinemia fetal, contribuindo para o baixo peso fetal em méaes com
diabetes severa (LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003). Nossos resultados
reproduziram o que ocorre entre mae e feto no GDM, ou seja, a hipoinsulinemia
materna ocasionando hiperglicemia plasmatica e do liquido amnio6tico. O
Ganoderma Iucidum nao foi capaz de reverter os efeitos da STZ sobre os
niveis de insulina e de glicose materno-fetal, nos grupos tratados.

Das importantes alteracbes metabdlicas do GDM, as alteracdes
sanguineas sao muito preocupantes, pois 0 aumento do numero de plaquetas e
da adesdo plaquetaria, induzidos pela hiperglicemia, e consequentes

alteracées na coagulacdo, que logo no comeco da doenca, € capaz de
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ocasionar complicagdes vasculares graves (YEOM; BYEON; LEE, 2016).
Sendo assim, embora a hipercoagulabilidade seja um mecanismo fisiol6gico e
adaptativo que ocorre em gravidez normal, 0 numero aumentado de plaquetas
no inicio da gestacao pode auxiliar no diagndstico precoce de pacientes GDM e
pode ser de grande valia para triagem no TOTG (ALZAHRANI; AJJAN, 2010;
GORAR et al., 2017; SAHBAZ et al., 2016).

Um dos grandes responsaveis pelo aumento da coagulacdo no DM é o
fator inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), o qual é secretado
pelo figado, adipdcitos e células endoteliais, e no GDM também é secretado
pela placenta (FARHAN et al., 2006; SAMAD; LOSKUTOFF, 1996). Em
nossos resultados o Ganoderma Ilucidum promoveu uma redugao no aumento
do numero de plaquetas nos animais GDM-STZ e reduacdo quando associada
a reducao da resposta glicémica a carga de glicose ao TOTG, indicam uma
possivel atividade protetora deste cogumelo.

Vitak et al. (2017) mostraram que o Ganoderma lucidum também foi
capaz de restabelecer a relagdo que existe entre proteina reguladora e
apoptose em glébulos brancos visto que na condicao diabética a morte celular
programada possui uma resposta exacerbada, também promovendo a protecao
das membranas dos eritrocitos, tendo um efeito antianémico. Além disto, estes
autores nao observaram efeitos hematolégicos téxicos em animais
saudaveis.Nossos resultados corroboram com estes achados embora nao
tenham sido observadas alteracées na série branca.

Na China o cogumelo Ganoderma lucidum é popularmente conhecido
por seus beneficios sobre todas as visceras, o que o0 coloca em destague na
medicina tradicional chinesa (LIU, 1999). As enzimas ALT, AST e CK sao
importantes marcadores da funcao hepatica, e quando aumentadas no sangue,
caracterizam disturbios viscerais, em especial distarbios da funcao hepatica,
funcdo renal e musculatura. Nas ratas GDM-STZ normalmente observa-se
complicacdes hepaticas, que sao expressas pelo aumento plasmatico destas
enzimas, decorrentes da desorganizacao no tecido hepatico com alteragcdes
gordurosas, danos mitocondriais e vesiculagcées no reticulo endoplasmatico
rugoso (ZAFAR et al., 2009). O perfil bioquimico das ratas GDM-STZ tracado
neste estudo, por meio da correlacao entre as analises de ALT, AST e CK do
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soro materno, placenta e liquido amniético, foi compativel com as lesbes
induzidas pela STZ, entretanto os grupos expostos ao Ganoderma lucidum
apresentaram reducdo destas enzimas indicando um possivel efeito protetor
deste cogumelo sobre as células hepaticas. Além disto, os resultados das
andlises histologicas de figado e rim maternos corroboram com os dados
encontrados na analise bioquimica.

A dosagem de lipase no liquido amniético tem sido empregada como
marcador para gastrosquise em recém-nascidos, indicando que o sistema
digestivo do feto entrou em contato com o liquido amniético (BURC et al.,
2004). Em nossos estudos ndo foram evidenciados aumentos de lipase no soro
materno e na placenta das GDM-STZ. Entretanto, no liquido amniético esta
enzima apresentou-se aumentada, mesmo n&o sendo observadas lesbes
semelhantes a gastroquise nos fetos apds abertura dos sacos gestacional.

Durante uma gravidez normal o metabolismo dos lipideos se altera para
suprir as necessidades energéticas maternas e fetais a medida que a gestacao
progride, sendo assim, um aumento no colesterol total, triglicerideos e HDL-col
sao esperados (BELO et al., 2002). Entretanto, no GDM-STZ severo observa-
se uma fraca resposta insulinotropica ao estimulo de carga de glicose,
resultando em hiperglicemia e hipertrigliceridemia exagerada. Os triglicérides
maternos ndo atravessam a barreira placentaria, sendo a placenta responsavel
por correlacionar o triglicérides plasmatico materno com o feto (HERRERA;
BONET; LASUNCION, 1998). Em gestantes diabéticas o perfil lipidico
apresenta aumento do colesterol total acompanhado do aumento exagerado de
triglicerideos e ha diminuicdo de HDL-col e aumento da LDL-col, essa
lipoproteina apresenta acidos graxos poli-insaturados, ficando sujeitos a maior
peroxidacado lipidica e gerando desequilibrio no estresse oxidativo com
consequente aumento de radicais livres (WENDER-OZEGOWSKA et al., 2011).
Nossos resultados indicam que o Ganoderma lucidum foi capaz de alterar
apenas 0s niveis de triglicérides nas maes e na placenta, o que no conjunto,
parece nao interferir com perfil lipidico materno-fetal no GDM-STZ.

Sinzato et al. (2012) observaram em seus estudos que o GDM-STZ leve
acarreta alteracoes na decidua da placenta e isso gera aumento das perdas
pré-implantacdo e embrionarias. Bequer et al. (2017) afirmaram que o GDM-
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STZ promove dimensbdes diminuidas das placentas e maior porcentagem de
filhotes pequenos para idade gestacional. No presente estudo observou-se
aumento de peso de placenta e maior taxa de perdas pés-implantacdo dos
grupos diabéticos quando comparadas controle. Entretanto nos fetos de maes
tratadas com Ganoderma lucidum, os fetos apresentaram medidas superiores
aos de maes GDM-STZ que receberam apenas a solucao salina.

Hiperglicemia na gestacdo gera aumento das espécies reativas de
oxigénio (ROS), os quais sao responsaveis por induzir o estresse oxidativo no
ambiente intrauterino. Esse desequilibrio no estresse oxidativo gera
malformacdes congénitas, danos oxidativo no DNA mitocondrial fetal e da
placenta em toda prole (DAMASCENO et al., 2014; JAWERBAUM; WHITE,
2010).

A catalase, GPx e GSH sao biomarcadores de estresse oxidativo que

em pacientes diabéticos, em virtude da sindrome metabdlica, tendem a
diminuir. Por outro lado, o MDA obtido pela reacdo com TBARS, dosa a
peroxidacao lipidica e tende a estar aumentado em pacientes diabéticos (PAN
et al.,, 2014). Sudheesh; Ajith; Janardhanan (2013), observaram que o
Ganoderma lucidum reduziu os danos causados pelo estresse oxidativo frente
ao infarto do miocéardio, ao avaliarem sua funcdo antioxidante através das
dosagens de GSH e MDA. Nesse contexto, Yurkiv et al. (2015) evidenciaram
aumento da atividade da catalase e aumento de GPx, em ratos diabéticos
tratados com Ganoderma Iucidum, quando comparados ao grupo controle
diabético.
A avaliacdo de estresse oxidativo materno indica que o Ganoderma lucidum
embora nao tenha revertido totalmente os efeitos oxidantes da STZ, demostrou
um potencial para isto, uma vez que reduziu os niveis de MDA e aumentou a
atividade da catalase. Pan e colaboradores (2014) também ressaltaram o
potencial antioxidante do Ganoderma lucidum na avaliagdo da nefropatia
diabética em ratos, pois 0 mesmo reduziu os valores de MDA e aumentou a
atividade da catalase. Entretanto esta atividade antioxidante do Ganoderma
lucidum, ficou mais evidente na avaliacao das placentas.

Furukawa, Kuroda, Sugiyama (2014) descreveram a placenta como um
orgao cuja fungao principal € de atuar como uma interface entre a mae e o feto
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em desenvolvimento, sendo de extrema importancia em estudos de toxicidade
reprodutiva.

As placentas de animais utilizados em estudos experimentais possuem
diferentes tipos sendo a placenta da rata classificada como discoide
relacionada a sua forma, e hemotricorial quando relacionada a sua estrutura
histoldgica, sendo composta por quatro regiées principais: (1) Zona do labirinto:
composta por trés camadas de células trofoplasticas; (2) Zona basal: composta
por trés tipos de células, espongiotrofoblastos, células gigantes trofoblasticas e
células de glicogénio; (3) Decidua: composta por células mesométricas e
desempenha papel essencial no desenvolvimento da vascularizacdo da
interface decidual-placental; (4) Glandula metrial: composta por células
decidualizadas do estroma endometrial, células NK uterinas, artérias
eespiraladas, trofoblastos originarios de células de glicogénio e fibroblastos
(DAVIES; GLASSER, 1968; ENDERS; CARTER, 2006; FURUKAWA et al.,
2013; LEISER; KAUFMANN, 1994; SOARES et al., 2012; TAKATA; FUJIKURA;
B, 1997). A hiperglicemia materna esta intimamente associada com injurias no
desenvolvimento fetal (KISS et al.,, 2009). O aumento da apoptose e do
estresse oxidativo resultantes da hiperglicemia, s&o causadores de
malformacdes embrionarias (ERIKSSON UJ, CEDERBERG J, 2003; SIVAN E,
LEE YC, WU YK, 1997).

Hsu et al. (2014) em seus estudos sobre doenca renal crénica (DRC) em
criangas, concluiram que o GDM, o sobrepeso materno e o baixo peso fetal ao
nascimento eram responsaveis pelo aumento nos casos de DRC em criangas.

A hiperglicemia no GDM é responsavel por causar efeitos deletérios
significativos no cérebro fetal, pois leva a uma diminuigdo no numero de células
com consequente alteracdo na espessura da substancia branca e substancia
cinzenta, além de inibir o acido retindico responsavel pela diferenciacao dos
neurdnios corticais e possui atividade antioxidante no sistema nervoso central
(GULERIA et al., 2006; KHAKSAR; JELODAR; HEMATIAN, 2011). Em nossos
estudos a exposicdo ao G. lucidum promoveu aumento das medidas do cranio
fetal, aumento das medidas toracicas, aumento do comprimento cranio-caudal

e da cauda Além disto este cogumelo foi capaz de melhorar a ossificacao dos
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membros fetais. Nao foram evidenciadas alteracdes fetais marcantes em

relacdo as analises histolégicas renais e cerebrais.

6 CONCLUSAO

Todos os dados tomados em conjunto, 0s quais correlacionam a
evolucao gestacional, o desempenho reprodutivo e o desenvolvimento
intrauterino de ratos, a fim de avaliar os efeitos do Ganoderma Ilucidum no
diabetes gestacional induzido por estreptozotocina, indicam que este cogumelo
liofiizado e na dose empregada possui importante atividade protetora,
fortalecendo sua potencialidade nutricional e medicinal no diabetes.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVAGAO EM CEUA-UNISO

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

Protocolo n® 089/2016

Interessado (a): Marli Gerenutti

Orientador (a): Marli Gerenutti

Titulo do Projeto: Ensaios Pré-Clinicos com os Cogumelos Agaricus blazei, Lentinula edodes e
Ganoderma lucidum, visando a redugdo e danos maternos e fetais causados pelo diabetes gestacional

Titulo do Experimento: o mesmo

Apresentado 4 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 paragrafo 1° do artigo 225 da
Constitui¢do Federal, foi considerado:

[ X ] APROVADO.

[ ]APROVADO com RECOMENDACAO, devendo o proponente encaminhar as
modifica¢des sugeridas em anexo para complementagio do protocolo;

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

Manifesta¢do do Parecerista:

Nome: Renata de Lima

Coordenador da CEUA-Uniso

Assinatura: < j"'lﬁ—

Data: 11/08/2016

* Encaminhar copia deste parecer para o e-mail ceua@uniso.br e original assinado para a Se¢ao
Técnica Académica
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ANEXO B - ATESTADO DE SAUDE ANIMAL

otério de
Producao
de Ratos

E-mail: renaider@usp.br

Universidade de Sdo Paulo

Instituto de Cigncias Biomédicas — ICB
Biotéric de Produgdo de Ratos

Av Prof Lineu Prestes, 2048 CEP: 05508-000,
Cidade Universitaria - 8ao Paulo - §F

Tel: 36818481 30594 ¢889

ORIGEM: Biotério de Produgdo de Ratos

SEQUENCIAS: 50354

ESPECIE: Ratius norvegicus

LINHAGEM: Wistar / SHR 7 WKY

NUMERO DE ANIMAISISEXO: 10 Machos

IDADE: Adultos

PROTCCOLO DE MONITORAMENTO DE SAUDE — BACTERIOLOGICO

Foram coletadas amostras de fezes do jejune, ceco e infestino grosso, bem como
amostras da orofaringe, semeadas em meios seletivos, incubadas por 24-48 horas g 37°

C, em aerobiose e anaercbiose.

MICRORGANISMOS AMOSTRA RESULTADO | METODO
PESQUISADOS

Bordefelia bronchiseptica Traqueia/orofaringe Negativo PCR

Citrobacter rodentium Tragueia/orefaringe/ trato Negativo Cuitura
Corynebacterium kutscheri Traqueia/orofaringe Negativa Cultura
Klebsiolla oxytoca Tragueig/orofaringe! trato Negativo Cultura
Klebsiella pneumuoniag Tragueiaforofarings! trato Negativo Cuitura
Myecoplasma pulmonis Traqueis/orofaringe Negative PCR

Fasteurelia multocida Tragqueia/orofaringe Negativa Cultuyra
Pasteuralia pneumotropica Traqueia/orofaringe Negativa PCR

Pseudomonas aeruginosa Tragueia/orofaringe/ Trato Negativo Cultyra
Staphylococous eureus Traqueia/orofaringe Negativo Cuitura
Streptogecous 8 hemolitico Tragueia/orofaringe Negativo Cultura
Streplococcus pneumoniae Traqueig/orofaringe Negativo Cultura
Safmonella spp. Trato gastrointestinal Negativo Cuitura
Helicobacter spp. Trato gastrointestinal Negativa PCR

Car bacillus Soro Negativo ELISA
Mycoplasma pulmonis Soro Negativo ELISA
Clogtridium piliforme Soro Negativo ELISA

Outros microrganismos isdlados: Aerococcus viridans, Proteus mirebilis & Pseudomonas fiuorescens.




PROTOCOLO DE MONITORAMENTO DE SAUDE - VIROLOGICO
Feram coletadas amostras de sangue via pungdo cardiaca para obtengdo de soro a ser testado para
presenga de anticarpos.
. viRus | RESULTADOS | LABORATORIO METODO
Kilham rat virus (KRV) | Negativo LCSA - ICB ELISA
Pneumonia virus of rat I MNagativa LCSA - ICB ELISA
Reovirus (REQ) § [ Megative |  LCSA-ICB ELISA

PROTOCOLO DE MONITORAMENTO DE SAUDE — PARASITOLOGICO

MICRORGANISMOS PESQUISADOS AMOSTRA RESULTADO | METODO
Aspiculuris tetraptera Fezes Negativa Micrescopia
Chilomastix bettencourti Fezes Negativo Microscopia
Criptosporidium sp Fezes Negativa Microscopia
Eimaria sp Fezes Negalivo Micrascopia
Entamoeba sp Fezes Pasitivo Microscapia
Gidrdia muns ~ ) ) FE._l&i__ o Negativo | Mim:soopi_a
Hymenolepis diminuta Fezes Negativo Micrascopia
Hymenolepis nana Fezes Negativa Micrescopia
Spironuciaus muris Fezes Megativo Microscopia
Syphacia sp L Fezes Negativo Microscopia
| Tritrichomonas muns B Fezes Negativo Microscopia
' Demodex musculi _ Pélo Negativo Microscopia
Myobia musc_un‘ Pélo Negativo Microscopia
Myocoples MusCculinus Pélo Negativo Microscopia
Notoedres muris Pélo Negativo Microscopia
Ornitonyssus bacoti . F_'f.lu Negativo Microscopia
Polyplax sp - Pélo Negativo Micrascopia
Psorergafes simplex Pélo Negative Microscopia
Trichoecius rombotsf Pélo Negativa Microscopia

Responsavel Bacteniolégico - Cyntia M. 5. C. de Godoy - CRBio - 31121/01
Responsavel Parasitolégico - Robison José da Cruz - CRBio - 33762/01
Responsavel Sorologia — Agtha de Alencar Muniz Chaves — CRBio 0543685-8

Fte;{a!u? lodrigies Fer% Gacek
_Producdo-de Ratos

CRBio 43738/01D

Bidloga Responsavel — Bi
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ANEXO C - RESUMO APRESENTADO EM CONGRESSO INTERNACIONAL

Reproductive

Reproductive Toxicology Toxicalogy
Volume 72, September 2017, Page 43

P-26
Ganoderma lucidum and Agaricus blazei and its effects
in pregnant rats with streptozotocin-induced diabetes: A
morphological study of the fetuses

Fabia J.M. Viroel &, Leticia F. Laurino, Thaisa B. Pickler, Marli Gerenutti

Introduction:Gestational diabetes mellitus (GDM) is a public health problem of global
relevance, due to the increase in the rates of premature mortality of gestating women and
newborns. The changes caused by GDM in the maternal organism expose the fetus to an
unfavorable environment for its development. The follow-up of pregnant women with GDM
includes metabolic control through adjustments, especially of their diet. Beta-glucans present in
the mushrooms Agaricus blazei and Ganoderma lucidum appear to act by repairing STZ-
induced pancreatic B-cell lesions, promoting insulin increase and decreased plasma glucose
levels.

Methods: Pregnant rats received orally reconstituted lyophilized powder and
dehydrated Agaricus blazei or Ganoderma lucidum mushrooms at daily doses of 100 mg/kg
from gestation day 1 to 19; control group (Sc) e diabetic control group (Dc) received a saline
solution. The animals of the control group received citrate buffer, and the other groups received
STZ (40 mg/kg, i.v) on the eighth pregnancy day; blood glucose above 120 mg/dl was
considered as moderate GDM-STZ. The uterus was removed through a caesarean section on
the 20" day. The weight gain of the gestating women was evaluated. External morphology and
morphometry examinations of the fetuses were immediately performed after the cesarean
sections, whereas the skeletal analysis was carried out following the diaphanization.

Results: All of the animals with GDM-STZ presented a reduction of their weight gain
when compared to the Sc group. Reduced forelimbs and hind limbs ossification, and unfinished
ossification of the pelvis bones of the fetuses which were observed on the three GDM-STZ
groups, compared to the non-diabetic ones. In the GDM-STZ groups that received Agaricus
blazei or Ganoderma lucidum, these anomalies were reduced in comparison to the Dc group.
The Dc group fetuses presented reductions in the measurements of skull, thorax, craniocaudal

and tail when compared to those of the Sc group. However, the GDM-STZ mother’s fetuses
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treated with Agaricus blazei or Ganoderma lucidum presented increased anteroposterior
measurements of the cranium, anteroposterior of the thorax, caudal skull and tail compared to
the Dc group.

Conclusions: Mushrooms are not able to completely reverse the deleterious effects of
STZ on the fetuses, but they have reduced the anomalies and raised the measures of the main
morphological elements when compared to the untreated diabetic group. Financial Support:
FAPESP 2015 / 24566-9 process and Prosup-Capes.
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Ganodema lucidum presents different nomenclatures that change according to the
countries where it is used. This mushroom has been used for more than 4 thousand
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years to treat different pathologies. It is used in different presentations and the dosage

varies according to the pathology treated. There are many compounds that form its

chemical constitution. In vitro assays emphasize its antitumor, immunomodulatory and

antioxidant properties. In vivo studies highlight its properties of hepatoprotection and

antiglycemic are also described. Although its therapeutic use is variable, its toxicity and
safety in pregnancy, childhood and in the elderly, is still unknown. Thus, many studies

are necessary to determine their safe and rational use in therapeutic.
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