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RESUMO

Introducdo: Os cogumelos comestiveis podem ter importantes efeitos sobre a
manutencdo da saude ou mesmo no tratamento de diversas doencas. Os cogumelos
caracteristicamente contém muitos compostos bioativos diferentes com atividades
biolégicas diversas, e algumas espécies podem ser consideradas novos alimentos
funcionais. A orientacdo dietética e de alimentos funcionais para a prevencédo e
tratamento de diversas patologias na gestacao, podem trazer potenciais beneficios a
saude materno-fetal. Entretanto, a seguranca da exposi¢do aos cogumelos durante o
periodo gestacional deve ser bem elucidada. Objetivo: Avaliar o periodo gestacional
e a seguranca materno-fetal de ratas expostas ao Lentinula edodes, considerando
suas potencialidades funcionais. Métodos: Foi realizado um ensaio com ratas
saudaveis, alocadas de forma aleat6ria em trés grupos apo6s confirmacgéo da prenhez:
(1) grupo controle, administrado com solucdo salina a 0,9%; (2) exposi¢cdo materna
diaria do pé liofilizado do Lentinula edodes (100 mg/kg/dia) do 1° ao 19° dia de
gestacao (antes da implantacéo do embrido, LeB); (3) exposicdo materna diaria do p6
liofilizado do Lentinula edodes (100 mg/kg/dia) do 9° ao 19° dia de gestacéo (apos
implantagdo do embrido, LeA). No 20° dia foi realizado cesarea e eutanasia das ratas
e fetos. Foram empregadas técnicas de avaliacdo materna, como analises
bioguimicas, hematolégicas, pesagem dos 6rgéos e desempenho reprodutivo. Foram
realizadas avaliagcbes embriofetais, como analises morfométricas, 6sseas (pelo
processo de diafanizagdo) e vitalidade fetal. Resultados: O Lentinula edodes nao
interferiu no peso das ratas prenhes, nos parametros hematoldgicos e bioquimicos,
nao inferiu efeitos tdéxicos nos 6rgaos, nao apresentou interferéncia na capacidade
reprodutiva. Em ambos os grupos tratados com Lentinula edodes, houve reducéo nos
triglicerideos em relacdo ao grupo controle. O desenvolvimento embrio-fetal n&o foi
alterado em nenhuma andlise. Concluséo: A ingestao de Lentinula edodes durante a
gestacdo em ratas saudaveis sugere ser segura para o feto e para a mae-concepto

na dose de 100 mg/kg/dia.

Palavras-Chave: Lentinula edodes, Alimentos Funcionais, Ensaio pré-clinico,

Shiitake, Toxicologia da reproducéo.



ABSTRACT

Introduction: Edible mushrooms can have important effects on maintaining health or
even treating various diseases. Mushrooms characteristically contain many different
bioactive compounds with diverse biological activities, and some species may be
considered novel functional foods. Dietary and functional food guidance for the
prevention and treatment of various pathologies in pregnancy may have potential
benefits for maternal and fetal health. However, the safety of exposure to mushrooms
during pregnancy should be well understood. Objective: To evaluate the gestational
period and maternal-fetal safety of rats exposed to Lentinula edodes, considering their
functional potentialities. Methods: A trial was conducted with healthy rats, randomly
allocated to three groups after pregnancy was confirmed: (1) control group,
administered with 0.9% saline solution (C); (2) daily maternal exposure of Lentinula
edodes lyophilized powder (100 mg/kg/day) from day 1 to day 19 of pregnancy (before
embryo implantation, LeB); (3) daily maternal exposure of Lentinula edodes lyophilized
powder (100 mg/kg/day) from day 9 to day 19 of gestation (after embryo implantation,
LeA). On the day 20, cesarean section and euthanasia of rats and fetuses were
performed. Maternal assessment techniques were employed, such as biochemical,
hematological, organ weighing and reproductive performance. Embryofetal
evaluations were performed, such as morphometric, bone analysis (through the
process of diaphanization) and fetal vitality. Results: Lentinula edodes did not affect
the weight of pregnant rats, hematological and biochemical parameters, did not infer
toxic effects on the organs, did not interfere with reproductive capacity. In both groups
treated with Lentinula edodes, there was a reduction in triglycerides compared to the
control group. Embryo-fetal development was not altered in any analysis. Conclusion:
Ingestion of Lentinula edodes during pregnancy in healthy rats suggests being safe for

the fetus and the mother-concept at 100 mg/kg/day.

Keyword: Lentinula edodes, Functional Foods, Preclinical Trial, Shiitake,
Reproduction Toxicology.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico € pratica
generalizada na medicina popular e tem aumentado acentuadamente nas ultimas
décadas. Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80%
da populacéo utilizam medicamentos a base de produtos naturais no alivio de alguma
sintomatologia desagradavel (ROSA; CAMARA; BERIA et al, 2011).

Os cogumelos tém sido utilizados pela humanidade desde sempre e apreciados
ndo s6 enquanto alimento, mas também para outros fins, dos quais se destacam a
sua utilizacdo como agente terapéutico. Em paises como a Coréia, China e Japao os
estudos sobre as propriedades medicinais dos cogumelos estdo mais consolidados,
pois sao utilizados em grande escala e apresentam significativa importancia na
economia. O cogumelo € um alimento de alto valor nutritivo com quantidades de
proteinas quase equivalente as da carne e acima de alguns vegetais e frutas, rico em
vitaminas e de baixo teor de gorduras e carboidratos (VALVERDE; PEREZ; LOPEZ et
al, 2015).

Um cogumelo caracteristicamente contém muitos compostos bioativos com
atividades biolégicas diversas. Apresentam ainda iniUmeras vitaminas e minerais
essenciais tais como fosforo, magnésio, cobre e selénio (BERNAS; JAWORSKA,;
LISIEWSKA, 2006). Estudos referem-se ao efeito hepatoprotetor (SASIDHARAN et al,
2010; YOSHIOKA et al, 2012), tratamento ou prevencdo de doencas cronicas e
hipercolesterolemia (CHANDRA et al, 2011), efeito de neutralizagdo de radicais
através de compostos fendlicos (ISHIKAWA, KASUYA & VANETTI 2001), efeito
imunomodulador pela presenca de polissacarideos e glucanas e efeito antitumoral
(TANAKA et al, 2011).

Entre os cogumelos, o shiitake (“shii”, tipo de arvore; “take”, cogumelo em
japonés) € um fungo aerobio decompositor de madeira, cientificamente denominado
Lentinula edodes, pertencente a classe dos basidiomicetos (CHANG & MILES, 1989).
O cultivo de Lentinula edodes originou-se na China, sendo introduzido no Japao por
intermédio de cultivadores chineses. Posteriormente, o cultivo foi introduzido nos EUA
e Europa (ROYSE; SCHISLER; DIEHLE, 1985). O interesse no consumo do Lentinula
edodes é atribuido as suas propriedades nutricionais e medicinais, e pelo seu

apreciavel sabor, tornando-se o segundo cogumelo mais consumido no mundo.
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Deste fungo estédo sendo intensamente estudados a lentiniana e o LEM (extrato
do micélio de Lentinula edodes). A lentiniana € um polissacarideo de alta massa
molecular, solivel em agua, resistente a temperatura elevada, a acidos e sensivel a
alcalis (NEHA et al, 2012). A medicina popular indica que, para humanos, o Lentinula
edodes € um alimento cujas fungfes séo fortificar e restaurar o organismo. Ha alguns
anos é recomendado para todas as doencas que envolvam diminuicdo das funcbes
imunolégicas e metabdlicas (ANDRADE; MINHONI; ZIED, 2008).

Por outro lado, o uso milenar de cogumelos medicinais mostrou que
determinadas espécies podem apresentar substancias potencialmente perigosas e
por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos
toxicolégicos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Os efeitos mais preocupantes
do uso de cogumelos medicinais estdo sobre a gestacéo, e estédo relacionados aos
efeitos teratogénicos, embriotdxicos e abortivos, uma vez que, os constituintes destes
cogumelos podem atravessar a placenta, gerando danos ao concepto (GERENUTTI
et al, 2014). Manifestacdes da toxicidade durante a gravidez representam um desafio
especial para os prestadores de cuidados de saude, devido ao potencial de uma
ameaca a vida imediata ou possiveis implicacdes ao longo da vida, tanto para a mae
guanto para o feto, incluindo a teratogenicidade, como malformacgdes estruturais,

retardo de crescimento, comprometimento funcional e/ou morte do organismo.

Apesar da grande quantidade de literatura cientifica sobre os efeitos
terapéuticos e mesmo téxicos do cogumelo em questdo, poucos sdo aqueles que
abordam a toxicologia reprodutiva. Sendo assim, no presente estudo, investigamos 0s
efeitos e a seguranca da ingestdo de Lentinula edodes sobre a fertilidade, efeitos

teratogénicos e exposicao pré ou perinatal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Alimentos Funcionais

Alimentacédo e nutricdo sdo companheiros indispensaveis dos seres humanos
desde o inicio de sua existéncia. O homem primitivo explorou seus arredores para
localizar materiais de origem natural para alimentos e remédios, buscando possuir
mais energia, tratar doencas, aliviar dores e atingir vitalidade e longevidade. Por um
processo de tentativa e erro, observacao e raciocinio empirico e inferéncia, 0 homem
primitivo fez sele¢Bes conscientes de uma variedade de materiais biolégicos para
melhorar sua saulde, aliviar a dor ou tratar outras doencas fisicas e mentais
(PUSHPANGADAN et al., 2014).

A medida que os consumidores se tornam mais interessados na vida saudavel
e a ciéncia da nutricao foi desenvolvida para obter uma nutri¢céo ideal, varios alimentos
funcionais ja foram introduzidos no mercado (KWAK & JUKES, 2001). As relacdes
entre alimentacdo, fungdo fisiologica e doenca progrediram nos ultimos anos,
principalmente na ultima década. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
nutricdo é a ingestdo de alimentos, considerada em relagdo as necessidades
alimentares do corpo. A boa nutricdo € uma dieta adequada e equilibrada, combinada
com atividade fisica regular. A ma nutricdo pode levar a reducdo da imunidade,
aumento da suscetibilidade a doencas, desenvolvimento fisico e mental prejudicado e
produtividade reduzida (OMS, 2014).

A utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico é pratica
generalizada na medicina popular e tem aumentado acentuadamente nas ultimas
décadas. Segundo a OMS, aproximadamente 80% da populacdo utilizam
medicamentos a base de produtos naturais no alivio de alguma sintomatologia
desagradavel (OMS, 2014).

2.1.1 Definic&o

O conceito sobre Alimentos Funcionais emergiu no Japao em 1984, quando
pesquisadores estudavam as relacbes entre nutricdo, satisfacdo sensorial e
modulacdo dos sistemas fisiologicos. Porém, em 1991, os japoneses passaram a

utilizar o termo FOSHU (Foods for Special Health Use), na tentativa de ndo mesclar a
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regulacdo dos alimentos funcionais com a farmacéutica (BIANCO, 2008, p.50). O
termo FOSHU foi utilizado para definir qualquer alimento que exerca um impacto
positivo na saude, performance fisica ou estado mental de um individuo em adi¢éo ao

seu valor nutritivo.

Apds isso, uma variedade de definicdes sobre Alimentos Funcionais foi descrita
na literatura. De uma forma simples, o Ministério da Saude os classificou como
alimentos ou ingredientes que produzem efeitos benéficos a saude, além de suas

funcdes nutricionais basicas (BRASIL, 2013).

A Portaria n° 398, de responsabilidade do Ministério da Saude e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, definiu um regulamento técnico que estabelece as
diretrizes basicas para a utilizagao do termo “propriedades funcionais e/ou de saude”
alegadas em rotulagem de alimentos:

[...] ALEGACAO DE PROPRIEDADE FUNCIONAL: ¢é aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiol6gico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,

desenvolvimento, manutengdo e outras fun¢des normais do organismo

humano.

[...] ALEGACAO DE PROPRIEDADE DE SAUDE: é aquela que afirma,
sugere ou implica a existéncia de relacédo entre o alimento ou ingrediente com

doenca ou condicéo relacionada a saude.

[...] O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de
salude pode, além de func¢des nutricionais basicas, quando se tratar de
nutriente, produzir efeitos metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos
a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica (RDC n°
398, 1999).
Diferente de outras legislacdes e definicdes, a RDC n° 398 faz referéncias a
manutencao geral da saude, ao papel fisioldgico dos nutrientes e ndo nutrientes e a
reducdo de risco a doencas. Porém, ndo sao permitidas alegacdes de saude que

facam referéncia a cura ou prevencao de doencgas.

Assim como no Brasil, a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos nao possui uma definigdo conclusa para “Alimento Funcional”. Porém, a FDA
permite alegacdes de propriedades funcionais e de saude na rotulagem dos alimentos,
como ‘reducdo de risco de doengas”, contanto que contenha evidéncia objetiva,
comprovada publicamente e aceita por especialistas de correlagcdes entre o0s

nutrientes ou alimentos de uma dieta e os efeitos propostos (NITZKE, 2012).
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Segundo a definicdo extraoficial da Functional Food Science in Europe
(FUFOSE), coordenada pela International Life Sciences Institute (ILSI):

‘Esses alimentos sdo aqueles que possuem efeitos satisfatoriamente
demonstrados que afetem uma ou mais fun¢des do organismo, além de suas
caracteristicas nutricionais bésicas, de um modo que mantenha ou melhore
a saude e p bem-estar e/ou reduza o risco de uma doenga. Esses produtos
ndo podem ser capsulas ou pilulas e devem fazer parte da dieta usual.”
(Ashwell, 2002).

Ainda sobre a definicdo de Ashwell em 2002, um alimento pode ser considerado
"funcional” se for demonstrado satisfatoriamente que afeta de maneira benéfica uma
ou mais funcdes-alvo no corpo, além dos efeitos nutricionais adequados, de maneira
gue seja relevante para um melhor estado de salde e bem-estar e/ou reducdo do
risco de doenga. Alimentos funcionais devem permanecer alimentos e devem
demonstrar seus efeitos em quantidades que normalmente se espera que sejam
consumidas na dieta. Eles ndo sdo comprimidos ou capsulas, mas fazem parte de um

padréo alimentar normal.

Baseado nas definicdes anteriores de Ashwell em 2002, foi descrito de maneira

geral, o que pode ser considerado um alimento funcional:

1. Um alimento natural no qual um dos componentes foi aprimorado

naturalmente por meio de condi¢cfes especiais de cultivo;

2. Um alimento ao qual um componente foi adicionado para fornecer beneficios
(por exemplo, a adicdo de bactérias probidticas selecionadas com caracteristicas

comprovadas de beneficios a salude para melhorar a saude intestinal);

3. Um alimento do qual um componente foi removido para que o alimento tenha
menos efeitos adversos a saude (por exemplo, a reducdo de acidos graxos

saturados);

4. Um alimento no qual a natureza de um ou mais componentes foi
guimicamente modificada para melhorar a satde (por exemplo, a proteina hidrolisada

nas férmulas infantis para reduzir a probabilidade de alergenicidade);

5. Um alimento no qual a biodisponibilidade de um ou mais componentes foi

aumentada para fornecer maior absorcédo de um componente benéfico;

6. Ou qualquer combinacgao das possibilidades anteriores.
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Uma variante dessa defini¢cao inclui alimentos fortificados e modificados como
funcionais, devido a seus efeitos potencialmente benéficos sobre a saude, quando
consumidos como parte de uma dieta variada e em niveis efetivos, segundo a
American Dietetic Association (ADA) em 2004. Para Rowland e Hoadley (2006), os
avangos nos estudos das relagdes entre saude e nutricdo, a nivel molecular e
compostos bioativos, conduziram o conceito de alimentos funcionais como nova

abordagem no ambito da saude e prevencao, visando reduzir o risco de doencas.

Difuso, o termo “alimento funcional” pode compreender também alimentos
naturais nao-industrializados, como o cogumelo, que podem receber alegacdes

funcionais e de saude.

Apods essas definicdes, podemos concluir que o termo “Alimento Funcional” foi
primeiramente descrito atrelado a cultura alimentar oriental, cuja populacao sempre
considerou a capacidade terapéutica de uma dieta balanceada. Como consequéncia,
as industrias alimenticias passaram a associar o consumo de seus produtos a alguns
efeitos benéficos de salde em sua rotulagem. Houve entdo a necessidade desses
alimentos em passar por uma analise e aprovacdo governamental, para poder

apresentar essas alega¢cfes em seus rotulos. Tais exigéncias sao:

1. O consumo adequado do alimento deve exercer um efeito regulador ou de

melhoria de algum processo biolégico;

2. O alimento deve ter propriedades capazes de realizar mecanismos de

prevencdo a uma doenca especifica;

3. Ser um ingrediente ou alimento convencional (ndo comprimidos ou

capsulas);

4. Ser consumido como integrante de uma dieta normal.

2.1.1 Diferenciacao entre “alimentos funcionais” e “nutracéuticos”

Embora varios termos tenham sido usados com significados semelhantes ao
termo "alimentos funcionais", um dos termos mais usados é “nutracéutico”. Em 1989,
a Stephen L. DeFelice, um cientista americano, criou o termo nutraceutical, o qual

surgiu da juncao de nutrition e pharmaceutical, designando:
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Um alimento ou partes de alimentos que fornecam beneficios médicos e de
saude, incluindo a prevencéo e/ou tratamento de doencas. Esses produtos
podem variar de nutrientes isolados, suplementos e dietas alimentares a
alimentos de designer geneticamente modificados, alimentos funcionais,
produtos a base de plantas e alimentos processados, como cereais, sopas e
bebidas (KWAK & JUKES, 2001).
Esse conceito guarda bastante similaridade com o de alimento funcional, dado
gque é focado em alimento e realgca o potencial terapéutico de alguns de seus

componentes.

No inicio deste século, houve uma confusdo de nomenclaturas e muitos termos
comecaram a ser utilizados indiscriminadamente, tanto no meio cientifico, como no
mercadolégico e inclusive pela populagcdo em geral. Termos como “alimentos
funcionais”, “nutracéuticos”, “farmaconutrientes” ou “integradores dietéticos” foram
utilizados para referir-se a este novo tipo e tendéncia de alimento. Esta confuséo de
nomenclatura acontece em todos os niveis, e afeta principalmente os consumidores,
gue ndo conseguem entender claramente o significado destes novos produtos. Tal
fato possibilita o ingresso de empresas com maior interesse financeiro do que no
interesse de oferecimento de produtos que agreguem realmente um maior valor a
saude dos consumidores (NITZKE, 2012).

Nos Estados Unidos, o termo nutracéuticos inclui os suplementos dietéticos
(em forma de capsulas, tonicos, extratos), substitutos de refeicbes, alimentos
funcionais, alimentos organicos e naturais e alimentos para praticantes de atividade
fisica (DeFELICE, 2005). Segundo Daliu, Santini e Novellino (2018), nos ultimos 10
anos as pesquisas publicadas na literatura sobre nutracéuticos, de origem vegetal
e/ou animal, vém crescendo com uma tendéncia exponencial positiva concentrando-
se mais em seu mecanismo de acdo do que na andlise quimica de matrizes

alimentares para evidenciar a presen¢a de compostos ativos.

Devido ao aumento da demanda e utilizacao dos termos citados acima, houve
a necessidade de redefinicdo do termo ‘nutracéutico’. De acordo com esta nova
definicdo proposta, 0s nutracéuticos sao constituidos pelo fitocomplexo, se derivam
de um alimento de origem vegetal, ou se derivam de um alimento de origem animal.
Em ambos os casos, eles devem ser administrados na forma farmacéutica mais
adequada e devem ter um efeito benéfico a saude, comprovado por dados clinicos
(DAHIYA, 2013).
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O Canada é um dos poucos paises que faz uma diferenciacdo legal entre
alimentos funcionais e nutracéuticos. De acordo como o Ministério da Saude
canadense, alimento funcional € similar em aparéncia ou pode ser um alimento
convencional, consumido como parte da dieta normal que demonstrou possuir
beneficios fisioldégicos ou reduzir o risco de doencas cronicas além de suas funcbes
nutricionais basicas. Ja o nutracéutico € um produto isolado ou purificado de alimentos
gue é geralmente vendido na forma medicinal ndo normalmente associado com
alimento, que tenha demonstrado possuir um beneficio fisiol6gico ou prover protecao
contra uma doenca cronica (NITZKE, 2012).

Diferente dos alimentos convencionais, segundo Zeisel (1999), o nutracéutico
€ um suplemento dietético, o qual tem o potencial de fornecer uma forma concentrada
de um suposto agente bioativo de um alimento. E apresentado em uma matriz nao
alimentar e usado com o objetivo de melhorar a salde em dosagens que excedem as

que poderiam ser obtidas de alimentos normais.

A fronteira entre nutracéuticos e alimentos funcionais néo é tao clara e a maioria
dos consumidores e industrias o utiliza de forma intercambiavel. De acordo com Souza
(2008), o conceito de alimentos funcionais é mais interessante a industria de
alimentos, enquanto o de nutracéuticos interessa mais as industrias de suplementos
e medicamentos. De um modo geral, os alimentos funcionais séo considerados como
agueles destinados a serem consumidos como parte de uma dieta normal, mas
contém componentes biologicamente ativos que tém o potencial de melhorar a satde
ou reduzir o risco de doencas (GUL; SINGH; JABEEN, 2016).

2.2 Lentinula edodes

O Lentinula edodes é o segundo cogumelo comestivel mais cultivado no mundo
(OEl, 2005), cuja producéo cresceu no periodo de 1986 a 1997 cerca de 400% (CHEN,
2005). Seu cultivo originou-se na China, por volta de 960 d.C., sendo introduzido no
Japao por intermédio de -cultivadores chineses. Posteriormente, o cultivo foi
introduzido nos Estados Unidos e Europa.

Estes cogumelos sdo amplamente apreciados no Japdo por apresentarem
sabor agradavel e por possuirem propriedades medicinais relacionadas a prevencéo

de doencas do coracdo e proporcionarem aumento na resisténcia contra viroses
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(DERMIKI et al., 2013). Nas Américas Central e do Sul, o cultivo comercial vem se
desenvolvendo nos ultimos 25 anos, especialmente desde 1990. No Brasil, seu cultivo
aumentou significativamente devido ao bom retorno econémico, possibilidade de ser
cultivado em pequenas areas e necessitade de baixo investimento inicial (ROSSI,
1999).

O Lentinula edodes, popularmente conhecido como Shiitake (Figura 1),
corresponde a 25% da producdo mundial. Assim, como todo cogumelo comestivel, é
um alimento completo do ponto de vista nutricional por possuir baixo teor lipidico, alto
teor proteico e fonte de vitaminas e minerais (SPIM et al. 2016). Propriedades
bioativas de Lentinula edodes podem ser sugeridas para altas concentragcdes de (3-
glucanas e fibras, entre outras. Assim, apesar de o Lentinula edodes n&o auxiliar na
perda de peso, pode ser uma excelente fonte nutricional em suplementos alimentares

(especialmente em distarbios metabdlicos associados ao alto consumo de gordura).

Figura 1 - Imagem do cogumelo Lentinula edodes, conhecido por Shiitake.

Fonte: <http://www.mushroomcouncil.com/varieties/shiitake/>

Os cogumelos comestiveis, em geral, sdo considerados boa fonte de proteinas
digeriveis, com valores acima de vegetais. Este contetdo pode variar dependendo da
espécie de 10 a 40% em base seca, contendo todos 0s aminoacidos essenciais, mas
podem ser limitantes no conteddo de aminoacidos sulfurados, cisteina e metionina.
Em termos de quantidade de carboidratos, o Shiitake contém de 67,5 a 78%, sendo
eles constituidos de pentoses, hexoses e dissacarideos. Ja a porcentagem de fibras
varia de 7,3% a 7,8%. Estas sdo de facil digestdo e fazem com que o shiitake tenha
um baixo valor calérico. Quanto ao conteudo de lipideos, os cogumelos contém
porcentagens muito baixas, e 0s acidos graxos sao predominantemente insaturados
(BREENE, 1990).


https://www.mushroomcouncil.com/varieties/shiitake/
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Nutricionalmente, o Lentinula edodes apresenta alto valor nutritivo, com
minerais essenciais quantidades significativas de vitaminas como tiamina (vitamina
B1), riboflavina (vitamina B2), niacina, biotina, acido ascorbico (vitamina C), ergosterol
(precursor da vitamina D), &cido pantoténico (vitamina A), vitaminas E, B6 e B12, e
seus precursores (OEI, 2005; CHEN, 2005). Seus corpos de frutificacdo possuem de
88 a 92% de agua, baixo teor de calorias e de sbdio, elevado teor de potassio, fésforo

e de oligoelementos, incluindo o cobre e o zinco (BISEN et al., 2010) (Tabelal).

Tabela 1 - Composi¢éo quimica geral do Lentinula edodes por 100g de cogumelo.

Calorias 55 kcal
Niacina 1,5mg
Vitamina B6 0,16 mg
Folacina 20 mg
Vitamina C 0,3 mg
Cobre 0,9 mg
Magnésio 14 mg
Fosforo 29 mg
Potassio 2,18 mg
Zinco 5,5 mg
Sadio 30 mg

Fonte: BISEN et al., 2010.

Os extratos do Shiitake contém uma variedade de proteinas, além de
polissacarideos e aminoacidos. Desde 1991, evidéncias indicam que o Lentinula
edodes possui propriedades antitumorais, antivirus e imunomoduladoras A B-glucana
presente no Lentinula edodes é conhecida como lentinan ou lentinana (NEHA et. al.,
2012). Essa glucana tem estrutura molecular que segue uma ordem, formando um
anel, que difere da celulose das plantas, pois apresenta um tipo especial de ligagéao
entres as unidades, e possui ramificacbes de alto peso molecular (CLEARY;
GRAHAN; HUSBAND, 1999).

Estudos in vivo e in vitro confirmaram que a lentinan, por ser B-glucana, induz

a apoptose e a supressédo da proliferacdo de células tumorais (JEFF et al., 2013). A
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lentinan ndo possui apenas efeitos anticancerigenos, possui também potencial

medicinal como antiviral, antibacteriano e antifungico (HATVANI, 2001).

Além da imunoprotecéo, esta classe de cogumelos produz substancias efetivas
para a reducdo do colesterol e da pressédo sanguinea, além de substancias com agéo
antitrombdtica e hipoglicémica (WASSER & WEIS, 1999). No estudo de Spim e
colaboradores, em 2016, foram relatados diferentes parametros associados a
ingestdo de uma dieta rica em gordura e Lentinula edodes. O cogumelo demonstrou
ser um bom nutracéutico contra distarbios metabdlicos por sua acgao
hipocolesterolémica, bem como por sua capacidade de aumentar os niveis de HDL,
restaurar a concentragcdo de ureia a niveis normais, diminuir os niveis de

transaminases e estimular o sistema imunolégico.

Além disso, um fator que também tem despertado a atencao para a aplicacéo
do cogumelo shiitake € sua propriedade antioxidante relacionada a presenca de
compostos fendlicos bioativos (ZHANG et al.,, 2013). Entretanto, apesar de todas
essas propriedades funcionais, ainda ndo ha na literatura estudos avaliando seu

consumo seguro na gestacao.

2.3 Testes de seguranca de alimentos

A partir do consenso sobre “Conceitos Cientificos de Alimentos Funcionais na
Europa” (ASHWELL, 2002), o foco da ciéncia funcional dos alimentos néo é o produto,
mas sim a maneira pela qual nutrientes e componentes alimentares especificos
afetam positivamente as respostas biolégicas no corpo. Embora muitos produtos
alimenticios funcionais estejam no mercado, € mais facil explicar a l6gica cientifica por
trds desses alimentos como um conceito orientado a funcdes. Dessa maneira, 0
conceito pode ser universal e ndo influenciado pelas caracteristicas locais ou tradigdes

culturais que determinam os produtos em mercados especificos de alimentos.

Com essas exigéncias e a grande preocupacdo com a seguranca e
comprovacéao prévia de alimentos ou ingredientes com alegacfes de propriedades
funcionais e ou de saude, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
forneceu o “Guia para comprovagao da Seguranga de Alimentos e Ingredientes”:

‘A comprovagdo pré-mercado da seguranca de uso de determinados

alimentos e ingredientes € uma exigéncia legal, estabelecida pela Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com objetivo de proteger a saude
da populacéo e reduzir os riscos associados ao consumo desses produtos,
em resposta as constantes inovagdes tecnoldgicas e ao aumento do comércio
internacional” (ANVISA, 2013).

De fato, varias areas importantes da fisiologia humana séo relevantes para a
ciéncia funcional dos alimentos, como fisiologia cardiovascular, fisiologia
gastrointestinal, desempenho fisico, desempenho cognitivo e mental, defesa contra o
estresse oxidativo, regulacdo de processos metabdlicos basicos, gestacdo e

desenvolvimento fetal, entre outros.

2.2.1. Toxicologia reprodutiva

A toxicidade reprodutiva refere-se a interferéncia toxica ao sistema reprodutor
a qualquer espécie de capacidade reprodutiva tanto de machos, quanto de fémeas,
incluindo desenvolvimento pré-natal (NEUBERT & CHAHOUD, 1995). Segundo Oga
(2008), toxidade é a propriedade potencial de uma determinada substancia quimica
de instalar um estado patoldégico em consequéncia de sua introdug¢do ou interacao

com o organismo.

Segundo o “Guia para a condugao de estudos nao clinicos de toxicologia e
seguranca farmacolOgica necessarios para a conducdo de estudos nao clinicos de
toxicologia e seguranca farmacologica necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos” da ANVISA (2013), os estudos de toxicidade reprodutiva contemplam
trés fases, sendo uma delas o desenvolvimento embrio-fetal. Para tal fase seguem as

seguintes orientacoes:

1. Via de Administracdo: A mesma pretendida para uso humano.

2. Periodo de Observacéo: Fémeas devem ser submetidas a eutanasia e
examinadas um dia antes da paricdo. Todos os fetos devem ser
identificados individualmente e examinados quanto a viabilidade e
anormalidades no dia da eutanasia.

3. Dosagem: A escolha da dose alta deve ser baseada nos dados de todos
os estudos disponiveis (farmacologia, estudos de toxicidade aguda/
cronica e toxicocinética).

4. Parametros a serem avaliados: Durante o estudo devem ser avaliados

sinais clinicos e mortalidade, alteracdo de peso corpéreo, consumo de
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racao, observacOes relevantes provenientes de outros estudos de
toxicidade. Ao final do estudo: necropsia com avaliacdo macroscoépica
de todos os adultos, contagem de corpos Idteos, numero de
implantagdes que resultaram em fetos vivos e mortos, peso corpéreo
individual fetal, anormalidades fetais, avaliagdo da placenta, preservar
orgdos com achados macroscopicos para possiveis avaliacOes
histopatolégicas e o6rgaos correspondentes em quantidade suficiente
para comparac¢do (controle). Nos estudos é necessario que 0s animais
tenham idade e peso comparaveis.

2.4 Alimentos Funcionais na gestacéo e desenvolvimento fetal

A alimentacdo das maes durante a gravidez e lactacdo de seus bebés é de
grande importancia biolégica. O curso da gravidez e o parto, bem como a composicao
do leite materno e o desenvolvimento a curto e longo prazo da crianca, sao

influenciados pela ingestao de nutrientes (BRASIL, 2000).

A alimentacdo da gestante e os fatores nutricionais durante o desenvolvimento
inicial podem afetar a saude imediata com efeitos a curto prazo no crescimento,
composicdo corporal e funcdes corporais da crianca. Além disso, a alimentacdo da
mae pode exercer efeitos a longo prazo no concepto. O desenvolvimento de fungdes
e comportamentos neurais em adultos, bem como os riscos gerais de mortalidade,

podem ser afetados pela desnutricdo precoce (ASHWELL, 2002).

Além de tais complicacBes para a crianca, uma alimentagcdo comprometida
pode predispor a mae a problemas de saude, como diabetes gestacional. Entre seus
efeitos no desfecho da gestacdo, o diabetes gestacional pode induzir alteragdes
estruturais e funcionais da placenta, alterando a composi¢ao dos nutrientes fetais com
consequéncias para o feto em crescimento (DESOYE & SHAFRIR, 1994). Portanto,
os desequilibrios na ingestédo nutricional e no estado durante a gravidez podem ter
efeitos duradouros tanto nos resultados da salude materna, como na saude e no
desenvolvimento da prole a longo prazo (ALFARADHI & OZANNE, 2011).

A gravidez pode ser descrita por um modelo de trés compartimentos composto
por mae, placenta e feto apresentando seu proprio metabolismo enquanto interagem

entre si. Cada um desses compartimentos tem caracteristicas fisiologicas,
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metabdlicas e genéticas diferentes, com funcdo de transporte placentario proeminente
na determinacédo do suprimento fetal e na composicéo do sangue do cordao umbilical.
Durante a vida intrauterina, a placenta representa um orgao que interage com o feto
com a mae, sendo essencial para a nutricao antes do nascimento (PARDI & CETIN,
2005).

As influéncias da nutricdo materna na programacdo epigenética sdo mais
importantes durante o desenvolvimento pré-natal e pods-natal precoce, quando os
mecanismos epigenéticos passam por maturacdo. O rompimento de padrées normais
no desenvolvimento especifico de genes por perturbacdes na nutricdo materna pode
afetar o resultado da gravidez, com implicacfes de longo prazo. Assim, estudos sobre
complicacGes da gravidez sugerem que o metabolismo alterado de micronutrientes
pode contribuir ainda mais para o risco de distirbios do neurodesenvolvimento em
criangas. O ambiente intrauterino adequado é necesséario para o crescimento
placentario e fetal durante a gravidez. A nutricdo materna € um importante fator
ambiental intrauterino que afeta o desenvolvimento da unidade fetoplacentéria. A
nutricdo materna adequada desempenha um papel essencial na protecdo do embriao
contra deficiéncias, que podem ser inerentes a circulagdo da mae, especialmente
durante os primeiros estagios da gravidez, quando a placenta ainda nao esta formada
(DHOBALE, 2016).

A gravidez e os primeiros meses pos-natais sao periodos criticos para o
crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso, processos para 0s quais Sao
essenciais suprimentos nutricionais adequados. A dieta precoce parece ter efeitos a
longo prazo nas habilidades sensoriais e cognitivas, bem como no comportamento.
Segundo Pardi e Cetin (2005), o crescimento fetal é regulado pelo equilibrio entre a
demanda de nutrientes fetais, determinada pelo seu potencial de crescimento
genético, e o suprimento materno-placentério. Do ponto de vista nutricional, o feto
depende do suprimento materno de nutrientes através da placenta para a circulagéo
umbilical. Os fatores que determinam o suprimento materno-placentario de nutrientes
incluem nutricdo e metabolismo maternos, gradiente de concentracdo materno-fetal,
fluxo sanguineo uteroplacentario, tamanho da placenta e suas capacidades de

transferéncia.

S80 muitos os estudos que comprovam os efeitos benéficos de varios

cogumelos comumente utilizados, mas os dados de seguranca a base de plantas e
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fungos estdo muito menos disponiveis do que outros ensaios de drogas. Embora haja
dados limitados para indicar se esses agentes terapéuticos sdo seguros, muitas
pessoas, no entanto, consomem varias doses de suplementos de ervas e plantas

todos os dias.

A quantidade de gestantes utilizando tratamentos alternativos e uma
alimentacdo diferenciada vém aumentando exponencialmente, seja porque tais
mulheres se sentem confortaveis usando medicacdes naturais por causa de sua
seguranca percebida e acesso facil. Embora muitos produtos naturais apresentem
somente leves efeitos adversos em individuos saudaveis, os dados relativos a
seguranca durante a gravidez sdo muito limitados (LOW DOG, 2009). Além disso, 0s
mecanismos bioquimicos relacionados a nutricAo materno-fetal e a saude da prole

néo sao claramente entendidos (BERTI et al., 2016).

A avaliagdo dos efeitos da dieta no crescimento infantil requer estudos
epidemiolégicos e de campo, bem como a avaliacdo de crescimento especifico de
células e tecidos. Fatores de crescimento e nutrientes essenciais podem ser Uteis
como ingredientes em alimentos funcionais. O crescimento, a maturagdo e a
adaptacao intestinal, por exemplo, bem como sua fun¢do a longo prazo, podem ser
influenciados por ingredientes alimentares, como oligossacarideos, gangliosideos,
glicoproteinas de alto peso molecular, lipases ativadas por sal biliar e pré e probiéticos
(ASHWELL, 2002).

Manifestacdes da toxicidade durante a gravidez representam um desafio
especial para os prestadores de cuidados de saude, devido ao potencial de uma
ameaca a vida imediata ou possiveis implicagdes ao longo da vida, tanto para a mae
guanto para o feto. As possiveis complicacdes incluem a teratogenicidade, como
malformagdes estruturais, retardo de crescimento, comprometimento funcional e/ou
morte do organismo, considerando que € impossivel separar 0 metabolismo
placentario do metabolismo materno e fetal, pois a placenta esta localizada no meio
de varios processos metabdlicos (GERENUTTI et al, 2008).

Apesar da grande quantidade de estudos cientificos sobre os efeitos
terapéuticos e téxicos do Lentinula edodes, poucos sdo aqueles que abordam a
toxicologia reprodutiva, ou seja, fertilidade, efeitos teratogénicos e exposi¢do pré ou

perinatal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, por meio de testes pré-clinicos, o desenvolvimento gestacional, a
seguranca materno-fetal e os efeitos da administracéo diaria de Lentinula edodes em
ratos Wistar, considerando suas potencialidades funcionais.

3.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar a toxicidade materna durante o periodo de gestacdo por meio de
analises do ganho de peso, dos parametros bioquimicos e dos indices
hematimétricos.

e Avaliar a capacidade reprodutiva de ratas, verificando perdas pré e pos-

implantacdo do embrido, a vitalidade e a morfologia fetal.
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4. MATERIAIS E METODOS

3.3 Delineamento do estudo

Trata-se de um ensaio pré-clinico, experimental com ratos Wistar. O projeto foi
aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais da Universidade de Sorocaba
CEUA/UNISO, Sorocaba-SP, sob o protocolo 089/2016 (Anexo 1). Todas as
experiéncias foram realizadas de acordo com a diretriz internacional - ARRIVE (Animal
Research: Reporting of in Vivo Experiments). A figura 2 apresenta,

esquematicamente, o delineamento do estudo.

Figura 2 - Fluxograma do delineamento do estudo.

Lentinula edodes
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3.4 Obtencdo do po liofilizado de cogumelo

O cogumelo foi adquirido comercialmente, da Yuri Cogumelos, em Sorocaba.
Amostras de cogumelo in natura foram picadas, em tamanhos homogéneos, no
mesmo dia da coleta e armazenadas em biofreezer a -80°C (REVCO® ULT-1386-3-
D) por um periodo de aproximadamente 24h. O material congelado foi liofilizado em
Liofilizador (Termo Savant, LK-40), até a obtencdo de 10% de massa seca, por

aproximadamente 48h.

A amostra seca foi moida em moinho de facas e martelo (Marconi®). Logo
apos, a amostra moida foi tamisada em tamises de malha 50 e malha 60, com a
finalidade de obtencéo de particulas homogéneas para serem suspendidas em agua.
O p6 tamisado foi acondicionado em embalagens plasticas herméticas, mantidas em

dessecador para evitar umidade.

3.5 Animais

Ratos Wistar, machos e fémeas, foram adquiridos do Biotério da Universidade
de S&o Paulo — USP (Séo Paulo, Brasil). Os animais estavam pesando entre 180 a
2009 e todos apresentaram atestados de saude emitido pelo biotério da USP (Anexo
II). Os animais foram ambientados no Biotério de Experimentacdo Animal do
Laboratério de Pesquisa Toxicolégica — Lapetox - UNISO (Figura 3), conforme as
normas de bem-estar animal, em gaiolas ventiladas e com forracdo de maravalha. A
temperatura e o ciclo claro/escuro eram controlados automaticamente a 22 + 2°C e
12h, respectivamente. Os animais receberam 4gua e a racéo ad libitum durante todo

experimento.
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Figura 3 - Animais ambientados no Biotério.

Fonte: elaboragéo propria

3.6 Acasalamento, prenhez e exposi¢cao ao cogumelo

Para o acasalamento, os animais foram alojados em namero de seis, 01 macho
com 05 fémeas, por um periodo noturno de 12 horas. Por meio de observacdes
microscopicas (Microscopio Biologico, Modelo Axio Lab.Al, ZEISS®), a indicativa do
primeiro dia da prenhez foi a presenca de espermatozoides no esfregaco proveniente
do lavado vaginal (Figura 4) (GERENUTTI, DEL FIOL & GROPPO, 2006). As ratas
prenhes foram alojadas em numero de dois animais por gaiola apés confirmacao da

prenhez.
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Figura 4 - Presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal (seta indicativa), comprovando

a prenhez.
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Fonte: elaboragédo propria.

O estudo foi dividido em trés grupos: (I) Grupo controle; (ll) Protecéo contra
perdas pré-implantacdo; (Il) Protecdo contra perda pés-implantacdo. Em todos os

grupos foi realizada avaliacdo materna e embriofetal. Como representado na figura:

Figura 5 - Fluxograma da gestacéo das ratas.

|
- £ I -
PRE-IMPLANTACAO | ORGANOGENESE CRESCIMENTO
coruLA ,
12 I a0 go 202
Cs - 12 a0 199 BLAsTOCisTo | LeA-9fa0 199 Cesarea de
IMPLANTACAO todos os
LeB - 19 30 152 grupos

Fonte: elaboracgéo propria.

No grupo I, solucdo salina 0,9% foi administrada do 1° ao 19° dia de prenhez.
No grupo I, o p6 do Lentinula edodes foi ressuspenso em solugédo salina 0,9% e
administrado por via oral do 1° ao 19° dia de prenhez (desde antes da implantac&o).
No grupo lll, o p6 do Lentinula edodes ressuspenso foi administrado por via oral do 9°
ao 19° dia de prenhez, apés a implantacdo. Portanto, os grupos foram divididos

conforme figura 6.

DIAS
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Figura 6 — Esquema da divisdo dos grupos experimentais.

4 N
Gru po l = Controle (C): recebeu solug&o salina 0,9%
(n = 5) do 19 a0 19°dia
\_ vy
4 N
Grupo Il - Lentinula edodes antes (LeB): Recebeu L.
(n — 6) edodes 100mg/Kg do 1° ac 19° dia
K j
-
Grupo Ill « Lentinula edodes depois (LeA): Recebeu L.
(n = 6) edodes 100mg/Kg do 9° ao 19° dia
o

Fonte: elaboragéo propria.

A administracdo da solucédo salina e do Lentinula edodes ressuspenso foi
realizada via gavagem (Figura 7), para garantir a dose de 100 mg/kg/dia e manter o

mesmo estimulo e manipulacdo animal em todos 0s grupos.

Figura 7 - Administracdo via oral (gavagem).

Fonte: elaboracao prépria.
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As doses 100 mg/kg/dia de cogumelo foram definidas com base em estudos
prévios (GERENUTTI et al, 2014; GROTTO et al, 2016). No estudo de Grotto e
colaboradores (2016), foram avaliadas trés oncentracées de Lentinula edodes (100,
400 e 800 mg/kg/dia), e as duas maiores doses mostraram alguma toxicidade. O peso
dos animais foi acompanhado diariamente.

3.7 Avaliacdo da capacidade reprodutiva

Para a avaliacdo da capacidade reprodutiva, foram realizadas as ceséreas no
vigésimo dia de prenhez. As ratas, com jejum de 8 horas, foram anestesiadas com
guetamina (anestésico geral na dose de 100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (relaxante
muscular na dose de 6 mg/kg), via intraperitonial.

Com uma incisédo longitudinal na linha alba, foi feita a exposicéo do Utero e dos
ovarios. O sangue foi coletado por puncao venosa hepatica em seringa previamente
heparinizada, e transferido para dois tubos: 1) contendo anticoagulante &acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para avaliacdo dos parametros hematolégicos; 2)

sem o anticoagulante e com gel separador, para analises bioquimicas.

O utero e os ovérios foram retirados. Em seguida o utero foi inspecionado
guanto ao numero de fetos, de implantacdes e reabsor¢fes visiveis (Figura 8). Os
ovarios, os fetos e as placentas foram pesados em balanca (Ohaus® -AS200S). Apos
a coleta dos materiais, as ratas foram eutanasiadas por aprofundamento anestésico,

seguido de perfuracéo do diafragma.
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Figura 8 - Foto do Utero exposto com os fetos apds a cesarea. Em A) observa-se um ponto de
implantagéo; em B) um feto; em C) o cord&o umbilical.

Fonte: elaboracao prépria.

Para avaliar a capacidade reprodutiva das perdas pos-implantacéo e vitalidade
fetal, as seguintes equacdes foram utilizadas:

Equacédo 1 - Porcentagem da Vitalidade Fetal.

n? de fetos vivos
% Vitalidade fetal = X 100
n? de total de fetos

Equacdo 4 - Porcentagem das Perdas Péds-Implantacéo.

) n2 de implantagdes — n? de fetos vivos
% Perdas Pés-implantagdo = X 100

n? de implantagdes

3.8 Avaliacdo hematoldgica

O equipamento automatico Hematologia XS 1000i WAS (Roche®) foi utilizado
para a avaliacdo dos parametros hematologicos maternos: hemoglobina (Hb),
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hematdcrito (HTC), contagem total de leucécitos (White blood cells - WBC), contagem

total de eritrécitos (Red blood cells - RBC) e nimero de plaquetas (PLT).

3.9 Peso dos orgéaos

Os orgaos das fémeas figado, baco, rins, adrenais, Utero e os ovarios foram
removidos no procedimento de ceséarea e pesados em balanca analitica Shimadzu®
AUW?220D.

3.10 Avaliacdo bioquimica materna

A avaliacdo da funcdo hepatica das ratas prenhes foi feita pela dosagem das
enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).
Creatinina e ureia foram quantificadas para avaliar a funcéo renal. Além disso, glicose,
triglicérides, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) e calcio
foram analisados. Todos esses marcadores foram quantificados com o auxilio do
equipamento automatico Cobas C111 (Roche®) e seguiram metodologia especifica do

fabricante.

3.11 Avaliagéo de insulina

A dosagem plasmaética de insulina foi realizada por teste Elisa, de fase solida,
baseado no principio Sanduiche, utilizando-se kit comercial especifico para ratos,
Rat/Mouse Insulin Elisa Kit - Merck®.

3.12 Avaliacdo embriofetal

Os fetos foram pesados em balanca analitica Shimadzu® AUW220D. A
vitalidade de cada feto foi avaliada e contado os fetos mortos. Apds, os fetos foram
anestesiados e sacrificados com halotano (saturacdo de cuba). Os fetos foram
analisados por meio de medidas morfométricas externas, através de um paquimetro
digital: antero-posterior do cranio, latero-lateral do cranio, antero-posterior do torax,

latero-lateral do térax, cranio-caudal e cauda (Figura 9).
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Figura 9 - Andlise morfométrica dos fetos. A) Antero-posterior de cranio; B) Antero-posterior de térax;
C) Cauda; D) Créanio-caudal; E) Latero-lateral de torax; F) Latero-lateral de créanio.

Fonte: Elaboragéo propria.

Para o estudo 0sseo, 0s procedimentos de evisceracdo, diafanizacdo e
coloracao foram realizados, segundo Frizo et al. (2014). Os fetos destinados a analise
esquelética permaneceram em vidro com tampa de rosca, por duas semanas, em
alcool a 70%. Para a evisceracao (Figura 10), 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 pin¢ca de ponta fina, foram retirados: as

visceras abdominais e pélvicas, o diafragma e as visceras toréacicas.

Figura 10 - Feto eviscerado. A seta indica local das incis6es para retirada das visceras.

Fonte: Elaboragé&o propria.
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Posteriormente a evisceracdo, os fetos foram submetidos ao processo de
diafanizacdo e coloracdo (YOUNG; PHIPPS; ASTROFF, 2000). Nesse processo, a
solucdo de hidroxido de potassio (KOH) foi utilizada atuando na pele e parte da
musculatura. A diafanizacdo foi alcancada com a maceragao dos tecidos moles pelo
KOH e o clareamento com a mistura de solucao clareadora (alcool benzilico, glicerina
e etanol absoluto).

A Alizarin Red S plus e o Alcian blue foram empregados para coloragdo uma
vez que se fixam nos locais em que houve ossificacdo, e cora 0s 0ssos de vermelho
e a cartilagem em azul, permitindo a observacéao do esqueleto (Figura 11). A avaliacdo
foi realizada por observacao direta com auxilio de lupa de bancada. Foram contados
0s pontos de ossificagdo do 0sso esterno, presenca ou auséncia de costelas,
vertebras e 0ssos, ossificagdo dos 0ssos do cranio bem como presenca dos 0ssos da
pelve.

Figura 11 - Fetos ap0s processo de diafanizacéo e coloracédo para andlise 6ssea. Em A) cranio,
cervical e membros superiores; B) regido toracica; C) lombar, pelve, membros inferiores e cauda

KLY CZEN
IN- T4\ 1
S i, 1
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Fonte: elaboracéo propria.

3.13 Analise estatistica

Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo, e % dos animais
(n=6). Teste de homogeneidade foi aplicado e os dados mostraram-se néo
paramétricos. Assim, os resultados foram analisados por Kruskal-Wallis teste (ANOVA

nao paramétrica).
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O teste do qui-quadrado foi utilizado para avaliar diferengcas nas perdas pré-
implantacdo e perda poés-implantacdo, bem como em alguns fetos afetados por

anomalias morfologicas e valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

As sec¢des “Resultados” e “Discussdo” encontram-se agrupadas, e apresentam
0 manuscrito resultante deste trabalho, seguindo as “Orientagdes para apresentagao
de dissertacbes do Programa de Po4s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sorocaba”.

O artigo esta em revisdo pela revista International Journal of Medicinal

Mushrooms, e segue as normas indicadas pela revista.
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Abstract

The mushroom Lentinula edodes has been used as a nutritional complement due
to the presence of antioxidants and fibers. This study evaluated, through reprotox
tests, the consumption of Lentinula edodes in pregnant rats, considering it as a
functional food. Pregnant rats were daily exposed to Lentinula edodes before
implantation (LeB) - from 1 to 19 days of gestation, and after implantation (LeA)
- from 9 to 19 days of gestation, compared to controls. On the twentieth day of
gestation, cesarean sections were performed. Blood was collected and
hematological parameters (hemoglobin, hematocrit, white and red blood cells
and platelets) were analysed. Moreover, albumin, calcium, creatine kinase,
alkaline phosphatase, transferases, creatinine, urea, triglycerides, cholesterol,
lipase, glucose and insulin were assessed in serum. Organs were collected and
weighed, and the fetuses were analyzed morphologically by body measurements.
The consumption of Lentinula edodes reduced triglycerides levels and there
were no changes in maternal weight, biochemical and hematological parameters,
organ weight and reproductive capacity. There were no morphological changes
in the fetuses' body measurements, suggesting possible safety in ingestion of
mushroom. Reprotox tests used to evaluate the daily consumption of Lentinula
edodes points out potentiality as a functional food, suggesting security during
the gestational period.

KEYWORDS: Functional food, Lentinula edodes, reproduction toxicology,

preclinical trial, shiitake.

ABBREVIATIONS:

ALT - Alanine Aminotransferase
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AST - Aspartate aminotransferase

CEUA - Animal Ethics Committee

Cl - Corpus luteum number

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid
Ft - Total number of fetuses

HDL-col - High Density Lipoprotein

Imp - Number of implantations

LeA - Lentinula edodes after implantation
LeB - Lentinula edodes before implantation
Lf — Number of live fetuses

PLT — Platelet

RBC — Red Blood Cells

WBC — White Blood Cells

42



54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

43

Introduction

Foods are responsible for basic nutritional functions. providing all
nutrients needed for the development and growth of living things.® Over the
years, the interest in functional foods is growing, not just for basic nutritional
function but rather in the prevention and treatment of different pathologies.? The
term functional food emerged in Japan in the 1980s, and since then studies on
the relationship between nutrition and pathologies have intensified.?

Foods that contain activity-influencing components for physiological or
metabolic effects, especially due to the bioavailability of antioxidants, are
considered a key factor in the biological activity of these foods.* Several species
of edible mushrooms have been related to the control and prevention of different
pathologies such as hypertension, diabetes, cholesterol and others.>”’

There is a great interest in Lentinula edodes mushroom not only from the
scientific community but also by the population, once therapeutic properties
have been attributed to this mushroom: antiviral, antibacterial, hypoglycemic,
antihypertensive, antitumor and immunomodulatory. Lentinula edodes has high
levels of dietary fiber such as B-glucans and it is rich in bioactive compounds
such as phenolic compounds and tocopherols, which are responsible for its
antioxidant activity.®'! Regarding B-glucans, they are soluble fiber important in
reducing cholesterol and glucose absorption by diabetics, as well as modulating
the immune system.*213

However, although several studies focus on the therapeutic effects of this
mushroom, little information is available about its consumption during
pregnancy, its possible side effects and toxicity*. The objective of this study

was to evaluate the consumption of the edible-medicinal Lentinula edodes
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mushroom regarding its reproductive performance and the embryo-fetal

development of rats.
MATERIAL AND METHODS

Ethical Approval of Study Protocol

The study was approved by the Animal Use Ethics Committee of the
University of Sorocaba CEUA/UNISO Protocol No. 089/2016. All experiments
were performed in accordance with the international directive ARRIVE (Animal
Research: Reporting of in Vivo Experiments).}*!® The reproductive toxicology
program included segment 2 study: Embryophetotoxicity (from implantation to
the end of organogenesis), viability and morphology (external, visceral and

skeletal analysis) of the conceptus before birth.

Mushroom preparation

Lentinula edodes was supplied by the commercial company Yuki
Mushrooms (S&o Paulo, Brazil) in natura. Mushroom samples were minced in
homogeneous sizes and stored in a biofreezer at -80°C (REVCO® ULT-1386-3-
D) for approximately 24 h. The frozen material was lyophilized in Thermo
Savant Freeze Dryer, LK-40, for approximately 48 hours, until 10% of dry mass
was obtained. The dried sample was ground in a knife mill (Marconi® - MA340
Série 0004201), then sieved in sieves (mesh 50 and mesh 60) in order to obtain
homogeneous particles. The sieved powder was packaged in airtight plastic

containers, kept in a desiccator.

Outline of gestational experimentation
Male and female Wistar rats where used, weighing between 180 and

200g. They were obtained with their respective health certificates from the Rat
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Production Laboratory of the University of Sdo Paulo - USP. The animals were
housed in LAPETOX Animal Experimentation Vivarium, according to animal
welfare standards, in ventilated, acclimatized and shavings-lined cages. The
temperature and the light/dark cycles were automatically controlled at 22 + 2 °C
and 12h, respectively. The animals received food and water ad libitum.

For mating, the animals were housed in a number of three (one male with
two females), for a night period of 12 hours. Through microscopic observations
(Biological Microscope, Model Axio Lab.Al, ZEISS®), the indicative of the
first day of pregnancy was the presence of sperm in the smear from the vaginal
wash.'® The pregnant rats were housed under special conditions, considering
animal welfare, with two animals per cage.

A total of 18 pregnant rats were randomically divided into 3 groups: Cs
(control saline; 0.9% saline); LeB (100 mg L. edodes/kg/day before fetus
implantation - from day 1 to 19 of the gestational period); LeA (100 mg L.
edodes/kg/day after fetus implantation - from day 9 to day 19 of the gestational
period). Females received daily, at 10:00, a 0.9% saline solution or L. edodes by

oral gavage. The body weight was accompanied by 19 days.

Cesarean section procedure and biological material collection
On the day 20 of gestation, the fasting rats were anesthetized with
ketamine (100 mg/kg general anesthetic) and xylazine hydrochloride (6 mg/kg,
muscle relaxant) intraperitoneally. Cesarean sections were performed with a
longitudinal incision in the alba line to expose the uterus and ovaries. Blood was
collected by hepatic venipuncture in a previously heparinized syringe and
transferred to two tubes: a tube containing anticoagulante ethylenediamine

tetraacetic acid (EDTA) for evaluation of hematological parameters, and a tube
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without anticoagulant and a separating gel for biochemical analysis. All samples
were kept at -80°C until analysis.

Females were euthanized and the liver, spleen, kidneys, suprarenal,
uterus and ovaries were removed and weighted. The uterine cavities were
checked for number of fetuses, implantation and visible resorption. The ovaries
and uterus were weighed and the corpus luteal were counted. After the
embryonic sac rupture, the fetuses were separated from the placentas, weighed

and analyzed by external morphometric measurements.

Hematological parameters
The maternal hematological parameters hemoglobin, hematocrit, white
blood cells (WBC), red blood cells (RBC) and platelet number (PLT) were

analyzed in the automatic Hematology XS 1000i WAS, Roche® equipment.

Maternal biochemical profile

The liver function of pregnant rats was evaluated by alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) enzymes.
Creatinine and urea were quantified to assess renal function. In addition, levels
of glucose, triglycerides, total cholesterol, high density lipoprotein (HDL-
cholesterol), lipase, albumin, alkaline phosphatase, creatine kinase and calcium
were analyzed. All these markers were quantified with the aid of the Cobas C111
(Roche®) automated equipment. Each marker followed the manufacturer's
specific methodology.

Plasma dosage of insulin was performed by a solid phase Elisa test based
on the Sandwich principle using a Rat/Mouse Insulin Elisa Kit - Merck®

commercial mouse-specific kit.
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Reproductive performance assessment

Female organs: liver, spleen, kidneys, suprarenal, uterus and ovaries
were removed and weighed on an analytical balance.

Uterine cavities were checked for number of fetuses, implantation and
visible resorption. The ovaries were weighed and the corpou luteal were
removed manually with a scalpel and then counted. The fetuses were removed
from gestational sacs, counted, analyzed as for vitality and natality, weighed and
euthanized in halothane chamber. Reproductive performance was assessed by:
(a) pre-implantation loss percentage, (b) post-implantation loss percentage, (c)
offspring vitality percentage, (d) fetus weight, (e) placenta weight, (f) placental
index and (g) ovary weight.

The pre-implantation loss rate was calculated using the following
formula method:

Cl - Imp x 100 = Cl

Post-implant loss rate was calculated by the formula:

Imp - Lf x 100 = Imp

The offspring’s vitality was determined according to the formula:

Lf x 100 = Ft

In which:

Cl is the corpus luteal number;
Imp is the number of implants;

Lf refers to number of live fetuses;

Ft is the total number of fetuses.
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And the placental index was taken as placental weight/fetal weight.!":18

Embryofetal Development
Morphological aspects were verified by comparing body measurements
of control fetuses with those exposed to Lentinula edodes. The anteroposterior
and lateral-lateral length of the skull, anteroposterior and lateral-lateral of the
thorax, cranial-caudal and tail were measured in cm with the aid of a digital
caliper.
For bone study, evisceration, diaphanization and staining procedures

were performed.!®

Statistical analysis
Data are presented as mean + standard deviation and percentage (%) of
animals. Data were analyzed by Kruskal-Wallis test (nonparametric ANOVA).
The chi-square test was used to evaluate differences in preimplantation and
postimplantation loss and vitality, as well as in some fetuses affected by

morphological anomalies. P values <0.05 were considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present study, the safety of the Lentinula edodes mushroom was
evaluated in females during pregnancy, before and after fetal implantation. Data
from 2009 suggested about 120,000 babies (1 in 33) are born each year with birth
defects, being the leading cause of death during the first year of life.?’ These
cases may be directly related to the indiscriminate use of alternative products

such as functional and nutraceutical foods.?
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197 Weight of pregnant rats
198 Figure 1 presents the results of body weight of pregnant rats. Despite the
199 randomized allocation, the group LeA presented from de beginning a larger body

200  weight, but without significant difference compared to the other groups.

201 Figure 1 — Body weight evolution of pregnant rats exposed to Lentinula
202 edodes.
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204  Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day de Lentinula
205  edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
206  after fetus implantation). Data are presented as mean + SD (n = 6).

207 The pregnant rats body weight remained stable throughout the period.
208  Only a tendency for weight gain was found in the LeA group in the period from
209 10to 20 days (p = 0.06). The absence of variations in biometrics (initial weight,
210 final weight, weight gain), as reported in the literature,?? suggests safety in the
211  consumption of this mushroom during pregnancy. As in the study by Won et al,
212  which illustrated the change in body weight during the 10-week experimental

213  period and until the end of the experiment, no significant difference was
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observed between the simulated groups, suggesting that the mushroom

components had no effect on body weight.?

Hematological parameters

Table 1 shows the values of WBC, RBC, Hemoglobin, Hematocrit and
platelet. The rats that received Lentinula edodes before and after implantation
did not present significant alterations in these parameters when compared to the

rats of the control group.

Table 1 - Hematological parameters of pregnant rats exposed to Lentinula

edodes.
Groups
Parameters Cs LeB LeA
WBC (103/pL) 6.38 +0.90 6.10 + 1.37 5.49 +0.98
RBC (10%/uL) 5.93 +0.24 6.01 +0.76 5.78 +0.26

Hemoglobin (g/dL) 11.61+ 0.53 11.62+1.51 11.52 + 0.57
Hematocrit (%) 35.28 + 1.86 35.03 £4.08 34.48 +1.42

Platelets (103%puL)  751.85+191.12 794.80 + 152.52 700.05 + 263.37

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). WBC (White blood Cells), RBC (Red Blood Cells).
Data are presented as mean + SD (n = 6).

According to Lull et al, B-glucans, triterpenes and phenols are important
substances found in medicinal mushrooms responsible for their
immunomodulatory activity, affecting bone marrow cells and inducing
hematopoiesis.?* However, in healthy pregnant rats exposed to Lentinula edodes,
RBC, WBC and platelet levels remained normal, proving the mushroom did not

alter blood cells and platelets. These data are similar to those of Morais et al,
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who studied the effects of the mushroom Agaricus sylvaticus in acute toxicity
testing in nonpregnant rats, and the results showed that the mushroom has no

toxic effects on blood cells.?®

Biochemical parameters
Figure 2 shows the results of ALT, AST, Creatinine and Urea in pregnant
rats. Results indicate that there was no significant difference in liver and renal

parameters in rats exposed to Lentinula edodes compared to the control group.

Figure 2 — Hepatic (A) and renal profiles (B) of pregnant rats exposed to

Lentinula edodes
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Note: Cs (Control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). Alanine aminotransferase (ALT) and Aspartate
aminotransferase (AST). Data are presented as mean + SD (n = 6).

The dose and time of Lentinula edodes exposure can induce liver

damage, which can be checked by aminotransferase activity. According to
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Nieminen, Karja and Mustonen, who evaluated the exposure to different
mushrooms, the consumption time and the administered dose are associated with
the appearance of undesirable effects?®. In our study, however, Lentinula edodes
did not exert any toxicity on liver parameters, ie no hepatotoxic effect was
observed.

In addition to this finding, urea and creatinine levels remained
unchanged. Spim et al. showed similar data in a study associating Lentinula
edodes with a hyperlipidic diet. The authors reported normal creatinine levels.
Given this, Lentinula edodes proves to be safe and does not cause any damage
to the liver or kidney.?’

Figure 3 presents the results of lipid parameters. There was a significan
reduction in triglycerides in groups LeB (p=0.021) and LeA (p=0.037) in relation
to group C. In the other parameters, no significant change was observed in

groups that received Lentinula edodes compared to control group.

Figure 3 - Lipid profile of rats exposed to Lentinula edodes.

1000

800+
600 % * 10
_ 400 *
: 200 |'I‘| 8-
E 7 tef | L L
L 304 .
o =
@ 2 4
20 { b
104 2
0 T T T T T
Triglycerides (mg/dL) Cholesterol (mg/dL) HDL- Col (mg/dL) Lipase (U/L)

3 Cs B LeB B LeA

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). Data are presented as mean + SD (n = 6). *p<0.05 in
comparison to C group (Kruskal-Wallis test).
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One of the main risk factors for cardiovascular disease, especially
atherosclerosis, is hypercholesterolemia.?® According to Magalhaes et al.
increased low-density lipoprotein (LDL-c) levels, increased triglycerides and
lipase, and decreased HDL-c are risk factors for cardiovascular events, the
leading cause of death worldwide.?® In this study, we observed a reduction in
serum triglyceride levels in the Lea and Led groups when compared to the
control. And a tendency to increase HDL levels (p=0.06). Total cholesterol and
lipase levels did not change compared to control group. These findings are
similar to the studies demonstrating the hypocholesterolemic effects of many
mushroom species: Lentinula edodes, Ganoderma lucidum, Agarcius blazei,
Grifola frondosa (Maitake), Flammulina velutipes (Enokitake).>%32

Mushrooms accumulate a variety of secondary metabolites such as
phenolic compounds, terpenes and steroids.3® Consumption of phenolic
compounds may inhibit intestinal absorption of dietary lipids, leading to a
reduction in triglycerides and an increase in HDL, which would be associated
with the inhibition of pancreatic lipase by these compounds.®3¢ This fact
corroborates our results, as a significant reduction in triglyceride levels was
found in animals that had their diets supplemented with the mushroom. Thus,
the consumption of Lentinula edodes in pregnancy, in addition to suggesting
safety, has been shown to have hypocholesterolemic properties.

The glycemic profile of pregnant rats is shown in figure 4. No significant
changes were observed in glucose and insulin levels from Lentinula edodes
groups compared to controls. It is important to highlight that in this study
normoglycemic pregnant rats were used. Thus, no effect of Lentinula edodes on

glucose and insulin levels was observed.
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Figure 4 - Glycemic profile of rats exposed to Lentinula edodes.
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Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes after
implantation). Data are presented as mean + SD (n = 6).

The literature lists the polysaccharides found in mushrooms, especially
B-glucans, as responsible for various biological functions. Among the properties
is the ability of mushrooms to maintain or decrease serum glucose levels. A
study by Kim et al., with the mushroom Agaricus blazei showed that both j-
glucan and oligosaccharides prepared from this fiber had hypoglycemic effects
in vitro and in vivo in diabetic rats.>” And in a study by Laurino et al., with the
Lentinula edodes mushroom in diabetic pregnant rats, showed the ability of this
mushroom to reduce insulin levels in animals receiving Lentinula edodes.®

Others biochemical parameters evaluated in safety/toxicity tests are
albumin, calcium, creatine kinase and alkaline phosphatase, presented in table 2.
There was no statistical difference among the groups, showing safety of

Lentinula edodes on all parameters.
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Table 2 - Biochemical parameters of pregnant rats exposed to Lentinula

edodes.
Groups

Parameters Cs LeB LeA
Albumin (g/dL) 3.28 +0.51 3.35+0.82 3.37+0.15
Calcium (mg/dL) 2.28 +0.29 2.31+0.15  2.46+0.09
Creatine kinase (U/L) 276 £59 471+ 211 746 £ 434
Alkaline phosphatase

3.28+0.51 335+0.82 337%0.15

(mg/dL)

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes after
implantation). Data are presented as mean = SD (n = 6).

Regarding albumin, calcium and creatine kinase, similar data were
reported in studies with Lentinula edodes at a 20-fold higher dose (2000
mg/kg/day) in a study of subacute toxicity in nonpregnant rats. The authors
found no changes in albumin and creatine kinase, and they found an increase in
calcium in the group receiving the mushroom compared to the control group.
This increase is related to the dose at which the animals were submitted.®
Alkaline phosphatase is distributed in all tissues, and the increase of this enzyme
in the blood is indicative of membrane breakage and release of liver cell contents
due to damage or necrosis.*° In our study, we found no changes in this parameter

between groups, corroborating the data found for liver enzymes ALT and AST.
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Maternal organ weight and reproductive performance

Table 3 shows the organ weights of pregnant rats. There were no
significant changes in any of the groups.

Organ weights were within the normal ranges, with no significant
difference between the experimental and control groups. Similar data were found
by Yoshioka et al. in a toxicity study with Lentinula edodes in non-pregnant
Wistar rats, showing dietary Lentinula edodes is safe and does not alter organ

weight.®

Table 3 - Weight of organs of pregnant rats exposed to Lentinula edodes.

Groups

Parameters (g) Cs LeB LeA

Spleens 0.80+0.12 0.99+0.25 0.83+0.03
Right kidneys 0.84 +0.09 1.00+0.11 0.93+0.06
Left kidneys 0.90 +0.05 0.95+0.10 0.87+0.29
Right adrenals 0.07+0.01 0.07 £0.02 0.06 +0.01
Left adrenals 0.07+0.01 0.07+0.01 0.06 +0.00
Livers 13.29 +1.77 13.22 + 2.33 14.72 + 0.80
Placenta 0.46 +0.04 0.55+0.17 0.45+0.03

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). Data are presented as mean £ SD (n = 6).

As in the study by Morales et al, which analyzed the weight of the organs
after supplementation with eritadenin, extracted from Letinula edodes. Spleen,
liver, kidney and testis/ovary of male and female animals did not obtain

statistical difference in relation to the control group. **



342

343

344

345

346
347
348
349
350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

57

Reproductive performance data are presented in Table 4. No differences
were observed regarding fetal vitality, preimplantation losses and

postimplantation losses comparing control and experimental groups.

Table 4 - Reproductive capacity of pregnant rats exposed to Lentinula edodes.

Groups
Parameter (%) Cs LeB LeA
Fetal vitality 92.0+7.38 946+7.79 97.52 + 3.50
Preimplantation losses 13.80 £ 21.85 13.2 +7.07 *

Postimplantation losses 7.99 +7.38 125+4.94 2.47 + 3.50

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). Data are presented as mean + SD (n = 6). *The LeA
group did not have the parameter preimplantation losses, because the mushroom
was administered after this period.

Regarding fetal vitality, there was no difference between the studied
groups and the control, suggesting that the consumption of the mushroom during
pregnancy does not alter the reproductive performance of females. These data
corroborate the literature in studies with Lentinula edodes showing that the
mushroom was able to protect animals from post-implantation losses in diabetic

rats.38

Embryofetal Development

Table 5 presents the average length (cm) of fetal head and body sections
and data regarding skeletal abnormalities. No changes were observed in any of
the parameters. There were no abnormalities in bone development. The bones

evaluated were maxillary, frontal, zygomatic, parietal, occipital, manubrium,
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external centers, xiphoid process, ribs, cervical vertebrae, thoracic, lumbar, iliac

crests, femur, humerus, radius, ulna and metacarpal.

Table 5 - Mean + SD length (cm) of sections of the head and body and the

incidence (%) of morphological anomalies of fetuses whose mothers were

exposed to Lentinula edodes

Groups
Parameter Cs LeB LeA
External Abnormalities 0 0 0
External Measures
Cranium latero lateral 0.88 £ 0.02 0.87 £ 0.04 0.88 +0.01
Cranium caudal 29+0.06 2.9+0.09 2.6 £0.05
Cranium anteroposterior 1.45 +0.03 1.43 +£0.03 1.46 + 0.04
Thorax anteroposterior 1.10+0.04 1.08 £ 0.05 1.12 +0.02
Thorax latero lateral 1.05+0.04 1.01+£0.04 1.04 £0.03
Tail 1.33+£0.07 1.27 £ 0.06 1.31+0.05

Note: Cs (control; saline solution 0.9%), LeB (100 mg/kg/day of Lentinula
edodes before fetus implantation), LeA (100 mg/kg/day of Lentinula edodes
after fetus implantation). Data are presented as mean £ SD or percentage.

The main changes observed during birth, growth and development can

occur due to mothers' exposure to phytotherapeutic formulations.* In our study,

mothers who consumed Lentinula edodes daily throughout the gestational period

had puppies with any alterations in embryo-fetal development, since there were

no external and skeletal malformations.
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CONCLUSION

The present study suggests conditions for the safe use of Lentiunula
edodes during pregnancy: a dose of 100 mg/kg/day, considering healthy rats. As
a reproductive toxicology segment 2 study, none changes in weight,
hematological parameters, biochemical parameters and reproductive
performance were observed in the mother, as well as no alterations in embryo-
fetal development. In addition, Lentinula edodes has beneficial effects in

pregnant rats, decreasing triglyceride levels.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo traz as avaliacdes do Lentinula edodes em ratas saudaveis
prenhes, cogumelo este considerado um alimento funcional devido as suas varias
aplicac6es na manutencao da saude e efeitos bioldgicos benéficos. Tal cogumelo foi
administrado via oral na dose de 100 mg/kg/dia, pré e pos-implantacdo. A partir dos
testes pré-clinicos materno-fetais, os resultados indicam que:

- Nao houve interferéncia do Lentinula edodes nas andlises bioquimicas e
hematolégicas da gestante. Ndo houve aumento do peso dos érgdos ou alteracdo na
capacidade reprodutiva.

- O Lentinula edodes ndo promoveu alteragdes nos parametros relacionados a
fertilidade das ratas gestantes tratadas pré ou pos-implantacdo e ndo apresentou
nenhum sinal de toxicidade.

- Nenhum sinal de toxicidade foi observado nos fetos, pois ndo houve alteracao
nas andlises 0sseas, morfométricas ou na vitalidade fetal.

Portanto, tal estudo sugere que o uso de Lentinula edodes no periodo
gestacional, na dose estudada, € seguro para a mae e para os fetos, que nasceram
saudaveis e sem qualquer alteracdo. Porém, novos estudos sobre o tema proposto

Sd0 necessarios.
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[ ] REPROVADO
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