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RESUMO

A teratogenicidade caracteriza-se como a capacidade que um
composto apresenta de provocar alteracbes congénitas, decorrentes da sua
exposicdo durante a gestacdo. Por isso, 0 uso de substancias durante a
gestacdo deve seguir rigoroso controle para evitar danos ao concepto. O
objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo diaria de Agaricus
blazei e Ganoderma lucidum em ratas prenhas, por meio de testes pré-clinicos.
Este projeto foi aprovado pelo Ceua/Uniso (Protocolo n. 089/2016). Cinco
grupos (n=6, cada) foram formados aleatoriamente, sendo: controle salina (Cs),
A. blazei (Aba), A. blazei (Abp), G. lucidum (Gla) e G. lucidum (Glp). Foram
administrados diariamente, via gavagem, volume de 1,5 mL contendo doses de
100 mg/kg, de po liofilizado de cada cogumelo dissolvido em solugéo salina no
periodo de 19 dias de gestacdo. Igual volume de solucdo salina foi
administrado ao grupo Cs. No 20° dia gestacional, as fémeas foram
anestesiadas e eutanisiadas. Amostras biologicas foram coletadas como:
sangue, para as andlises bioquimicas e hematoldgicas; rins e placenta para
andlises histologicas dos 6rgdos maternos; cornos uterinos, para analises
morfométricas e morfolégicas dos fetos. Ndo se observaram efeitos deletérios
no perfil reprodutivo e gestacional perante a exposicdo aos cogumelos nos
periodos de pré-implantacédo e implantacéo (1° ao 8° dia gestacional), porém o
uso dos cogumelos no periodo organogenético (9° ao 19°) apresentou reducao
significativa do crescimento cranio-caudal, caudal e cranio (antero-posterior).
Os parametros hematoldgicos contagem de leucdcitos, contagem de hemécias,
Hemoglobina, Hematdécrito e Plaquetas analisados do grupo tratado nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle. Nao foi observada hepatotoxicidade mensurada através das enzimas
hepaticas, nem diferenca significativa dos niveis de insulina e glicose, quando
comparados ao controle. Houve reducdo plasmatica de colesterol total e
triglicérides. A administracéo oral de A. blazei e G. lucidum apresentou reducéo
significativa do crescimento cranio-caudal (antero-posterior), porém em
periodos diferentes pds-implantacdo, esta malformacéo pode ser causada por
mecanismos diferentes. A exposi¢cdo aos cogumelos ndo causou alteracdo no
desenvolvimento gestacional e fetal. N&o se observou modificagdo na
morfologia do glomérulo renal materno, nem alteracdo na morfologia
placentaria, entretanto foi possivel observar o aumento na quantidade de
células produtoras de glicogénio quando a ocorre a exposicdo a Ganoderma
lucidum anterior a implantacdo. Os cogumelos ndo demonstraram acgdo
teratogénica e favoreceram o desenvolvimento da gestacdo e o crescimento
normal do feto. Porém, a exposicdo deve ser realizada com cautela
considerando o periodo gestacional e a quantidade utilizada.

Palavras-Chave: Agaricus Dblazei. Ganoderma lucidum. Gestagéo.

Teratogénese.



ABSTRACT

Teratogenicity is characterized as the ability of a compound to cause
congenital changes, resulting from its exposure during pregnancy. Therefore,
the use of substances during pregnancy must follow strict control to avoid
damage to the fetus. The objective of the work was to evaluate the effects of
daily administration of Agaricus blazei and Ganoderma lucidum in pregnant
rats, through pre-clinical tests. This project was approved by Ceua/Uniso
(Protocol No. 089/2016). Five groups (n = 6, each) were randomly formed,
being: saline control (Cs), A. blazei (AbA), A. blazei (AbD), G. lucidum (GIA)
and G. lucidum (GID). A volume of 1.5 mL containing doses of 100 mg / kg of
lyophilized powder from each mushroom dissolved in saline solution was
administered daily via gavage during the 19-day gestation period. Equal volume
of saline was administered to the Cs group. On the 20th gestational day, the
females were anesthetized and euthanized. Biological samples were collected
as: blood, for biochemical and hematological analysis; kidneys and placenta for
histological analysis of maternal organs; uterine horns, for morphometric and
morphological analyzes of fetuses. There were no deleterious effects on the
reproductive and gestational profile when exposed to mushrooms in the pre-
implantation and implantation periods (1st to 8th gestational day), but the use of
mushrooms in the organogenetic period (9th -19th) showed a significant
reduction in skull growth - caudal, caudal and skull (anteroposterior). The
hematological parameters of leukocyte count, red blood cell count, Hemoglobin,
Hematocrit and Platelets analyzed in the treated group did not show any
statistically significant difference in relation to the control group. There was no
hepatotoxicity measured through liver enzymes, nor significant difference in
insulin and glucose levels, when compared to control. There was a plasma
reduction in total cholesterol and triglycerides. The oral administration of A.
blazei and G. lucidum showed a significant reduction in cranio-caudal growth
(antero-posterior), however, at different post-implantation periods, this
malformation may be caused by different mechanisms. Exposure to mushrooms
did not change the gestational and fetal development. There was no change in
the morphology of the maternal renal glomerulus nor in placental morphology,
however it was possible to observe an increase in the glycogen-producing cells
amount when exposure to Ganoderma lucidum occurs before implantation. The
mushrooms did not show teratogenic action and favored the development of
pregnancy and the normal growth of the fetus. However, exposure should be
performed with caution considering the gestational period and the amount used.

Keywords: Agaricus blazei. Ganoderma lucidum. Pregnancy. Teratogenesis.
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1. INTRODUCAO

Conforme citado por Riquelme (2009) “a placenta é conhecida e
estudada como um oOrgdo que se interpfe entre a mde e o feto tendo
constituintes de ambos o0s organismos”. Este 6rgdo possui duas funcdes
amplamente conhecidas e estudadas como a nutricAo e a protecao fetal
(CETIN; ALVINO, 2009; CRIDER et al., 2009).

Enquanto o feto € pequeno, as trocas gasosas e nutricionais se dao por
difusdo. A medida que este se desenvolve, a placenta se organiza através de
suas membranas formando assim, uma espécie de barreira, possibilitando a
troca de nutrientes, gases e até mesmo substancias maléficas a saude fetal
(HAGGARTY et al., 2002; ASSIS NETO et al., 2009). Esta barreira é capaz de
atuar nesses intercambios biomoleculares através de diversos mecanismos
complexos tais como, jungcdes comunicantes, de oclusédo e adesédo e assim,
permitirem a passagem de moléculas da interface materna para a interface
fetal (GODFREY; BARKER, 2000; CRIDER et al., 2009).

A barreira placentaria, contudo, pode néo ser eficiente em determinadas
situacdes. Alguns farmacos, plantas e fungos, por exemplo, administrados a
mae durante a gestacdo, podem também alcancar a corrente sanguinea fetal,
podendo comprometer o organismo fetal como um todo principalmente por este
nao conter mecanismos de defesa desenvolvidos suficientemente (LEMONICA,
1996; HEITMANN; NORDENG; HOLST, 2013; LUNARDI; SCHUELTER,
GALATO, 2014).

Agentes capazes de proporcionar dano ao feto ou embrido em
determinado estagio de desenvolvimento do concepto, a organogénese, sao
denominados teratdgenos. Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos,
dependentes da dose entre outros fatores, incluem morte celular programada,
proliferacéo celular, tecidual e diferenciacéo celular. Como consequéncia pode-
se atingir desde uma célula até o organismo como um todo provocando danos
como a restricAo do crescimento intrauterino até a morte embrionaria/fetal
(RAMOS et al., 1981; KALTER, 2003; CASTILHA; ORIOLI, 2004; MOORE;
PERSAUD, 2008).



16

Em humanos, Moore e Persaud (2008) estimaram que, em média, 10%
dos defeitos congénitos decorrem da acao perturbadora de drogas, virus e

outros fatores ambientais.

Muitas doencas sdo tratadas com produtos naturais, e até mesmo em
situagdes normais, a populagdo tem aumentado o consumo de chés, xaropes e
até mesmo extrato de fungos. Os Ultimos, popularmente conhecidos como
cogumelos, teriam por funcdo atuar como agente nutricional, promovendo a
melhoria do sistema imunolégico (BAO et al., 2001; KIM et al., 2005; WASSER
et al.,, 2005). Entretanto, em que pese o beneficio sobre o consumo de
cogumelos comestiveis, estudos sobre toxicidade sdo escassos (JO;
HOSSAIN; PARK, 2014; GAWLIKOWSKI; ROMEK; SATORA, 2015) e
geralmente estdo relacionados aos casos acidentais.

Neste contexto, € de extrema importadncia analisar o impacto da
administracdo oral e diaria de cogumelos durante a gravidez, em modelo

experimental utilizando ratas prenhas saudaveis, como ponto de partida.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PLACENTA E TERATOGENICIDADE

A placenta é caracterizada pela justaposicdo de tecidos maternos e
fetais para o propédsito de troca fisioldgica entre a mée e o feto. Serve para a
transferéncia de nutrientes e oxigénio para o embrido e feto em
desenvolvimento, mas, além disso, tem também outras importantes funcdes
enddcrinas, secretoras e protetoras (CARTER; ENDERS, 2016).

A placenta € um 6rgao de forma discoide com 15-20 cm de diametro e
2-3 cm de espessura, composta por um componente fetal e um componente
materno. O componente fetal € composto por todas as porcdes placentérias
que se originam do blastocisto, incluindo o disco placentario, as membranas
amnibticas e coribnicas e o corddao umbilical. O componente materno
conhecido como decidua é derivado do endométrio materno (CARUSO;
EVANGELISTA; PAROLINI, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gawlikowski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25378095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25378095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Satora%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25378095
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A transferéncia de substancias, oxigénio e nutrientes da circulagéo
materna para o feto sangue (nutricdo hemotréfica) e de produtos residuais do
sangue fetal para o materno é realizado através da ‘Barreira placentaria’, que é
composta por células trofoblasticas, tecido sub-trofoblastico e paredes
capilares fetais (KOREN; ORNOY, 2018).

A passagem de um farmaco pela placenta depende de varios fatores tais
como ligacao as proteinas plasmaticas, solubilidade de lipidios e constante de
ionizacao (pKa). Entretanto, a exposicéo fetal a farmacos também depende da
farmacocinética materna, incluindo o volume de distribuicdo, a taxa de
metabolismo e excrecdo pela placenta, a diferenca de pH entre os fluidos
maternos e fetais e o efeito das alteracdes hemodinamicas na méae durante a
gravidez (WERLER, 2014).

Os medicamentos sdo prescritos para 90% de todas as mulheres
gravidas (BERARD, 2019). No entanto, ainda existe um sentimento de
desconforto em torno deste tema, tanto entre os profissionais de salude quanto
entre as futuras gestantes.

A seguranca do uso de medicamentos na gravidez sempre envolve dois
individuos, a mée e o feto. O feto em desenvolvimento considerado como "“co-
tratado" esta em seu estagio mais vulneravel da vida. Ao contrario de criancas
ou adultos, os efeitos colaterais que afetam o embrido ndo podem ser
detectados com antecedéncia suficiente para evitar danos potencialmente ao
longo da vida. Sendo assim, a seguranca dos medicamentos na gravidez é de
extrema importancia (DATHE; SCHAEFER, 2019).

A terapia em pacientes gravidas é controlada através de classificacéo
que categoriza os medicamentos de acordo com o nivel de danos provocados
ao concepto. A classificacdo mais popular € a proposta pelo Food and Drugs
Administration (FDA) que categoriza os medicamentos em A, B, C, D e X
(BRASIL, 2010).

Os danos na reproducédo da espécie humana podem ter como fatores
causais, a geneética e 0 meio ambiente, aléem da associacdo entre estes dois
fatores. Podem-se agrupar os danos reprodutivos em diversas classificacbes
como: 1) morte do concepto (aborto), 2) malformacbes, 3) retardo do
crescimento intrauterino e 4) deficiéncias nas fungbes organicas como o
retardo mental (SCHULLER-FACCINI; SCHVARTZMAN; CECCHIN, 2001).
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Conceitua-se teratbgeno como qualquer substancia, organismo, agente
quimico e bioldgico ou deficiéncia nutricional, que ao estar presente ao longo
da vida do embrido ou do feto, resulta em alteragdes estruturais ou funcionais
na descendéncia (DICKE, 1989).

Coletivamente, os defeitos congénitos afetam aproximadamente 3% dos
nascidos vivos. Encontram-se padrées de ocorréncia de danos bastante
diferentes para defeitos especificos, de acordo ndo apenas com o sistema de
orgdos acometidos (por exemplo, musculoesquelético), mas também da
estrutura afetada (por exemplo, membro), subtipo de defeito de membro (por
exemplo, deficiéncia transversal terminal) e presenca de anomalias associadas
(por exemplo, deficiéncia de membro transverso terminal com musculo peitoral
ausente) (WERLER; LOUIK; MITCHELL, 2011).

A interacdo do agente teratogénico sobre o concepto depende de
diferentes fatores incluindo o estagio de desenvolvimento do feto, a relacdo
entre a dose e o efeito, o gendtipo materno-fetal e os mecanismos celulares e
moleculares especificos (SMITHELLS, 1980).

Os mecanismos moleculares de acdo mais comuns dos teratbgenos sao
hiperacetilacdo, desequilibrio do colesterol, alteracdo do metabolismo e
antagonismo do folato, desequilibrio do &cido retindico, desregulacdo
enddcrina, desregulacao vascular e estresse oxidativo (GIAVINI; MENEGOLA,
2012).

O processo de acetilagdo das histonas auxilia na descompactacdo da
cromatina, promovendo a expressdao génica. As enzimas histonas
desacetilases retiram o radical acetil da cadeia de DNA compactando a
cromatina e inibindo a transcricdo (GEMMA,; VICHI; TESTAI, 2007). Uma nova
familia de medicamentos surgiu como uma nova classe de agentes anticancer,
conhecidos como: inibidores da histona desacetilase e sdo capazes de inibir
enzimas histona desacetilase induzindo hiperacetilacdo de histona
(MENEGOLA et al., 2005).

Sabe-se que defeitos do tubo neural na populacdo humana se devem a
deficiéncia de é&cido félico durante o inicio da gestacdo, o que poderia ser
causada pela disponibilidade reduzida do radical metil em células embrionéarias
e consequente hipometilagdo do DNA (SANCHEZ et al., 2005).
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O estresse oxidativo pode estar envolvido na patogénese de varios
defeitos congénitos, incluindo malformacfes esqueléticas, defeitos nos
membros, fendas orofaciais e defeitos cardiovasculares. O estresse oxidativo
ocorre quando h& um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio e mecanismos de defesa antioxidante de uma célula ou tecido. Isso
causa a oxidacao irreversivel do DNA, proteinas e lipidios, levando a inativacao
de muitas enzimas e morte celular. Os principais farmacos que atuam por este
mecanismo sdo: talidomida, &cido valproico, fenitoina e suplementos de ferro
(ABRAMOV; WELLS, 2011).

O 4cido retindico € o metabdlito da vitamina A, conhecido como
morfogénico em embrides de vertebrados e invertebrados. Uma relacao direta
entre a concentracdo do &cido retindico, expressdo dos genes Hox e a
morfogénese craniofacial, vertebral e de membros foi bem documentada.
Desequilibrio entre sintese e a degradacédo do RA pode resultar em excesso ou
deficiéncia na concentracdo de RA com efeitos deletérios nas células afetadas
(SAWAMURA; SUZUKI; SOMEYA, 2004).

A sintese enddgena do colesterol inicia-se a partir do acetato em uma
série de etapas enzimaticas. A inibicdo de algumas enzimas desta série em
camundongos resultou em morte de embribes na fase inicial de
desenvolvimento, demonstrando o papel fundamental da sintese do colesterol
para o desenvolvimento embrionario. O fluconazol, assim como outros
fungicidas azodlicos usados na terapia humana e na agricultura, demonstram
efeito teratogénico em animais de laboratorio causando defeitos craniofacial e
do esqueleto axial (KEBER et al., 2011).

2.2. Produtos Naturais Teratogénicos

O uso de produtos naturais pode apresentar riscos, especialmente
durante a gestacdo. Uma vez que, ha muitos medicamentos que possuem
restricbes durante o periodo gestacional, muitas gestantes buscam produtos
naturais no auxilio do alivio de sintomas comuns que surgem durante a
gravidez (nauseas, vOmitos, constipacdo). Esta pratica € disseminada e
considerada segura entre as gravidas devido a crenca de que “o que € natural
nao faz mal” (RANGEL; BRAGANCA, 2009).
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Porém, tem-se relatado na literatura, que o uso indiscriminado de
plantas medicinais pode resultar em efeitos: teratogénico, embriotdxico e
abortivo, devido a capacidade dos ativos vegetais atravessarem a barreira
placentaria, atingirem o feto e provocarem estes efeitos (BRASIL, 2002).

Aproximadamente 1% das malformacdes fetais € atribuida a exposicéo
as plantas durante a gestacdo. Uma hipétese do efeito teratogénico dos
vegetais se deve a acdo uterotdnica potente, que promove uma caréncia
transitéria na circulagédo placenta- fetal, acarretando um conjunto de anomalias
congénitas (PASTUSAZK et al., 1997).

As plantas pertences a familia Lupinus provocam deformidades como
expressdes artrogripoticas de curvatura ou membros contorcidos, curvatura da
coluna ou pescoco, e também ocasionalmente fenda palatina com incidéncia as
vezes chegando a 30% (KEELER, 1984).

Na planta da espécie Veratrum californicum os metabdlitos alcaldides
esterodides ciclopamina, jervina e cicloposina sdo apontados como 0s principais
responsaveis pelos efeitos teratogénicos causadores de malformacdes
congénitas em animais (BLAGOSKLONNY, 2005).

Plantas como a canela (Cinnamomum verum), o0 cravo (Syzygium
aromaticum), as folhas do café (Coffea arabica), o capim-de-oxala (Newbouldia
laevis), a quina-verdadeira (Strychnos pseudoquina), o quitoco (Pluchea
sagittalis) e a aroeira (Schinus terebinthifolius), usados como cha representam
um grupo de plantas abortivas, pois provocam a contracdo uterina o que gera o
aborto espontaneo (CASTRO et al., 2004).

A planta medicinal arruda (Ruta graveolens) com acdo anti-helmintica,
anti-hemorragica, abortiva, carminativa, antiespamodica e estimulante. E
contraindicada durante a gestacdo, por aumentar a contratilidade uterina
(SOUSA et al., 2004). E no periodo pés-implantacdo, Gonzales e
colaboradores (2006), comprovaram o efeito embriotoxico e teratogénico do
extrato aquoso de folhas de arruda.

A atividade carcinogénica, mutagénica e teratogénica de 11 analogos da
hidrazina e ions diazdnio derivados de 22 espécies de cogumelos foram
descrito (TOTH, 1991). As proteinas inativadoras de ribossomo estédo
associadas a malformagéo fetal. Em um estudo com o cogumelo da espécie

Lyophyllum shimeji (Kawam.) com alto conteddo destas proteinas foram
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observadas anormalidades embrionarias em camundongos localizadas no tubo
neural craniano, botdes dos membros anteriores, branquial arcos e eixo do
corpo); em altas concentracbes, bolhas no prosencéfalo e no interior do
mesénquima cranial (CHAN et al., 2010).

Embora muitos produtos naturais sejam contraindicados durante a
gestacado, devido aos riscos de efeitos embriotdxico, teratogénico e abortivo,
muitos fatores contribuem para o0 consumo comum entre as gestantes
incluindo: por serem economicamente mais acessiveis, por falta de
conhecimento dos danos provocados destes produtos durante a gestacéao e por
serem considerados menos nocivos ao organismo da mae e do feto
(RODRIGUES et al., 2011).

2.3. Cogumelos Comestiveis

Os cogumelos comestiveis sdo considerados alimentos de elevada
qualidade nutricional. Classificados como alimentos funcionais ou nutracéuticos
sdo utilizados em forma de chas ou capsulas como preventivos de algumas
doencas (FURLANI; GODOY, 2005). Aproximadamente 2000 espécies de
cogumelos comestiveis sdo conhecidas, entretanto apenas 25 dessas sao
comumente utilizadas na alimentacdo humana (COUTINHO, 2009). Os extratos
de cogumelo podem apresentar como principais componentes antioxidantes
compostos fendélicos (ELMASTAS et al., 2007).

O cogumelo Agaricus blazei tem alta concentracdo de tocoferéis, que
segundo Tsai, Tsai e Mau (2007), sdo 0s compostos responsaveis pela sua
atividade antioxidante. O A. blazei contém a enzima antioxidante polifenol
oxidase (HASHIMOTO et al.,, 2006). Cobre, zinco e selénio sdo metais
presentes no cogumelo A. blazei e podem ser benéficos para a protecédo contra
a geracao de radicais, porgue 0s minerais tém atividades de eliminacdo de
radicais, além de estarem contidos na estrutura de enzimas antioxidantes.

O cogumelo Ganoderma lucidum apresenta grande potencial terapéutico
podendo ser utilizando na prevencao e tratamento de doencas como o cancer,
hepatite, hipertenséo, diabetes, Ulcera gastrica e AIDS (PATERSON, 2006). Os
fendis totais foram um dos componentes antioxidantes encontrados
naturalmente nos extratos de G. lucidum (MAU; LIN; CHEN, 2002). No entanto,
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pesquisas mostraram que o peptideo G. lucidum (GLP) é o principal
antioxidante componente de G. lucidum. O GLP pode desempenhar um papel
importante na inibicho da peroxidacdo lipidica em sistemas bioldgicos,

guelacdo de metais e de eliminacao de radicais livres (SUN; HE; XIE, 2004).

2.3.1. Cogumelo Agaricus blazei

O cogumelo A. blazei, também conhecido popularmente como cogumelo
do sol, € nativo do Brasil. De acordo com sua classificacdo taxonémica consiste
em um fungo verdadeiro, pertencente ao reino Fungi, divisdo Basidiomycota,
ordem Agaricales, familia Agaricaceae (URBEN et al., 2001).

A. blazei é rico em polissacarideos como oligossacarideos e proteinas,
especialmente f-glucanas. As p-glucanas e os oligossacarideos hidrolisados
demonstraram atividades anti-hiperglicémicas, anti-hipertrigliceridémicas, anti-
hipercolesterolémicas e antiarterioscleroticas, indicando atividade antidiabética
como um todo em ratos diabéticos. As B-glucanas, fibras sollveis, tem
demonstrado significativa importancia na reducdo do colesterol sanguineo e na
absorcéo de glicose pelos diabéticos (KIM et al., 2005).

As [B-glucanas presentes no A. blazei podem reparar as lesdes em
células B-pancreéticas induzidas pela exposi¢do a estreptozotocina (STZ) (MA
et al., 2015; YANG et al., 2010; NIWA; TAJIRI; HIGASHINO, 2011; RAHAR et
al., 2011; KIM et al., 2005).

O interesse dos pesquisadores no cogumelo esta relacionado as suas
propriedades medicinais como: capacidade imunoestimuladora agindo como
ativadores das células B do sistema imune e fortalecendo o mesmo; além de
sua potencialidade anticarcinogénica (SORIMACH et al., 2001; KIMURA et al.,
2004; BERNARDSHAW et al.,, 2006; KAWAMURA; KASAI, 2006). Outros
mecanismos de ac¢do imunoldgicos do A. blazei descritos séo: a regulacdo da
proliferacdo e ativacdo de linfocitos T, a producédo de Oxido nitrico (NO) e a
secrecgéo de citocinas (KUO, 2002).

No estudo de Niwa et al. (2011), a administragao de extratos de A. blazei
a ratos diabéticos reduziu significativamente o aumento da glicemia em jejum e
os indices de hemoglobina glicada (HbAlc), além de aumentar a perda de

massa corporea, um fator de risco associada a de desenvolver diabetes. Os
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resultados sugerem que os efeitos antidiabéticos resultam da supressdo do
estresse oxidativo e da citocina pro-inflamatoria, TNF-a e melhora na massa de
células B. Ademais a A. blazei reduziu significativamente a producdo de
espécies reativas de oxigénio nas células vasculares e nas células sanguineas
periféricas

No estudo clinico com uso de A. blazei em humanos, observou-se a
reducdo da porcentagem de gordura corporal e de gordura visceral com
aumento da atividade natural das células natural killer (NK), enquanto que os
niveis de colesterol e glicose no sangue diminuiram (LIU et al., 2008).

A suplementacdo de extrato de A. blazei melhorou a resisténcia a
insulina entre individuos com DM tipo 2 (HSU et al., 2007). Os oligossacarideos
presentes no cogumelo apresentaram cerca de duas vezes a atividade dos [3-
glucanos em relagdo a atividade como antidiabéticos (KIM et al., 2005).

2.3.2. Cogumelo Ganoderma lucidum

O G. lucidum, também conhecido como cogumelo rei, cogumelo do
imperador ou cogumelo brilhante, pertencente a classe dos basidiomicetos,
familia Polyporaceae possui diversos efeitos bioldgicos e tem sido utilizado na
China h&a mais de 2000 anos, como alimento funcional e medicinal. Também é
consumido nos Estados Unidos como suplemento alimentar, seja em forma de
capsulas ou chas e foi trazido para o Brasil na forma de sementes através da
EMPRAPA (URBEN, 2004).

No Brasil, algumas pessoas produzem esse fungo usando o método
Jun-Cao e, é classificado como produto nutracéutico pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 1999).

O G. lucidum apresenta uma variedade de atividades biologicas, tais
como: imunoestimulante, antimicrobiano, anti-inflamatério, anti-hiperglicémico,
protecdo hepatica e renal, efeitos antioxidantes e antivirais (ZHU et al., 2013).

As aplicagbes farmacoldgicas e clinicas dos extratos aquoso/etanol de
G. lucidum incluem a prevencao ou tratamento de varios tipos de doencas
humanas, tais como alergia, bronquite, hiperglicemia, inflamacéao, nefrite,
hepatopatia, artrite, hipertensdo, neurastenia e doencas cronicas tais como

hepatite. Também é usado para reduzir a probabilidade de tumores invasao e
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metéstase e prevenir a ocorréncia ou recorréncia de varios tipos de canceres.
O potencial nutricional e os valores medicinais de G. lucidum atrairam uma
grande quantidade de atencdo na busca por seus componentes bioativos e
mecanismo subjacente (TEOW, 1997; WANG,; LI, 2002; SONG et al., 2004).

Algumas investigacfes cientificas confirmaram repetidamente os efeitos
benéficos de G. lucidum para a saude e agora sao frequentemente promovidos
como um agente efetivo contra céanceres devido as suas propriedades
imunomoduladoras intrinsecas e antitumorais (WANG; LI, 2002).

G. lucidum contém varias moléculas bioativas, como triterpendides,
polissacarideos, nucleotideos, &cidos graxos, glicoproteinas, esterais,
esterbides, proteinas, proteoglicanas e peptideos (BATRA; SHARMA;
KHAJURIA, 2013). Entre estes, triterpendides, polissacarideos, proteoglicanas
e proteinas tém efeitos hipoglicémicos (TENG et al., 2012).

Os triterpendides presentes no G. lucidum séo inibidores da aldose
redutase e a-glucosidase (FATMAWATI; KONDO; SHIMIZU, 2013). Destes, a
aldose redutase é a primeira enzima na via do poliol, que processa glicose em
sorbitol. O acumulo de sorbitol pode levar as complicacdes diabéticas como:
neuropatia, nefropatia, catarata e retinopatia (SCHEMMEL; PADIYARA;
D’SOUZA, 2010).

Fatmawati e colaboradores (2009) descobriram que o0s extratos
metanolicos de G. lucidum contem a aldose com maior atividade inibitéria da
redutase entre 17 cogumelos comestiveis e medicinais.

Os polissacarideos inibem a hiperglicemia regulando a expressédo de
varias enzimas-chave na via do metabolismo da glicose, como glucoquinase
hepética, fosfofrutoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, glicogénio
fosforilase hepatica, frutose-1,6-bisfosfatase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase
e glicose-6-fosfatase, respectivamente. Seu mecanismo de acao baseia-se na
liberacdo de insulina devido a uma facilitacdo do influxo de célcio para as
células B- pancreaticas (ZHANG; LIN, 2004).

Jia e colaboradores (2009) demonstraram que o G. lucidum administrado
por via oral possuia agdo significativa anti-hiperglicémica e antioxidante,
normalizando o estresse oxidativo, o plasma e o figado dos ratos diabéticos.

G. lucidum também impediu a ativacdo induzida por aloxana de

processos de peroxidacdo lipidica no pancreas e demonstrou propriedades
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insulinogénicas definidas (ZHANG et al., 2003), enquanto um estudo duplo-
cego controlado por placebo mostrou que 200 mg de G. lucidum por dia
poderia melhorar os niveis de acucar no sangue em pacientes diabéticos nao
dependentes de insulina (ZHAO; LI; HU, 2006).

O proteoglicano de G. lucidum pode inibir a proteina tirosina fosfatase
PTP1B in vitro, um alvo terapéutico para tratamento de diabetes e que
desempenha importante papel na regulacdo negativa da sinalizacdo do
receptor de insulina e diminuicdo da expresséo da subunidade do receptor de
insulina. Apresenta efeito hipoglicémico, pois inibe a atividade do PTP1B e
diminui a expresséo da proteina PTP1B nas células musculares esqueléticas e
aumenta os niveis de insulina no sangue (TENG et al., 2012).

As extragdes de G. lucidum foram divididas em sete fragdes no estudo
de Oka e colaboradores (1990) e a expressao hepética do transportador de
glicose 2 (GLUTZ2) foi inibida pela quinta fragcdo de G. lucidum, denominada
Fudan-Yueyang-G. lucidum (FYGL) e correlacionado com a producao hepatica
de glicose. Essas propriedades do FYGL apresentaram-se como dose-
dependentes e aumentaram o0 uso de glicose em células musculares e
adipécitos e menor producéo de glicose hepatica no sangue para diminuir 0s
niveis de glicose no sangue.

A proteina Ling Zhi-8 (LZ-8) extraida de G. lucidum apresenta atividades
imunomoduladoras e anti-diabetes tipo | (KINO; YAMASHITA; YAMAOKA,
1989; KINO et al.,, 1991). LZ-8 tem atividade mitogénica e pode diminuir a
concentracdo de glicose no plasma. O LZ-8 diminuiu significativamente
infiltracd@o linfocitaria e aumento da deteccdo de anticorpos pela insulina em
células beta. Pode estimular também a geracdo de células T supressoras para

inibir os mitdgenos produzidos por linfocitos do sangue periférico humano.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil reprodutivo feminino e gestacional de ratas Wistar
saudaveis e prenhas expostas diariamente aos cogumelos A. blazei e G.
lucidum (100 mg/kg/dia) e os efeitos materno e embriofetal nos periodos: 1° ao
8° dia gestacional (pré-implantacdo e implantacédo) e 9° ao 19° dia gestacional

(pbs-implantacéo).

3.2. Objetivos especificos

1. Determinar os efeitos sobre os parametros gestacionais
(implantacdo e perdas embriofetais), em fémeas expostas aos
cogumelos e identificar o estagio gestacional sensivel a acdo dos

cogumelos.

2. Determinar as possiveis alteracdes estruturais e 6sseas em

fetos de ratas Wistar tratadas com cogumelos.

3. Determinar as possiveis alteracbes morfolégicas na

placenta e rins, de ratas Wistar tratadas com cogumelos.

4. Determinar as possiveis alteracdes no perfil hematolégico e

bioquimico de ratas Wistar tratadas com cogumelo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um ensaio pré-clinico, experimental com animais.

4.2. Aspectos legais

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Sorocaba Ceua/Uniso, Sorocaba-SP, e aprovado sob o
Protocolo 089/2016 (anexo). O projeto foi aprovado pela Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (Fapesp/Processo no. 2015/24566-9), sob
a coordenacao da Profa. Dra. Marli Gerenutti. A Profa. Dra. Yoko Oshima
Franco assumiu institucionalmente a orientacdo a partir da decisédo colegiada
de 21/02/2019, em sua 1262 Reuniéo.

4.3. PO liofilizado

Os cogumelos foram adquiridos comercialmente da Yuri Cogumelos
(Sorocaba, SP, Brasil). As amostras de cogumelo in natura foram picadas em
tamanhos homogéneos, no mesmo dia da coleta; foram 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 obtencdo 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 obtencéo de particulas
homogéneas para serem suspendidas em agua. O pé tamisado foi

acondicionado em embalagens plasticas herméticas mantidas em dessecador.
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4.4. Animais

4.4.1. Acasalamento, prenhez, exposicdo aos cogumelos e procedimento

de cesarea

Os estudos in vivo compreenderam 0s ensaios sobre a reproducao.
Ratos Wistar, machos e fémeas, pesando entre 180 a 200 g foram adquiridos
com os respectivos atestados de saude do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (Sdo Paulo, SP, Brasil). Os animais foram
ambientados no Biotério de Experimentagdo Animal do Lapetox, em
temperatura e ciclos claro/escuro, controlados automaticamente, a 25 + 3 °C e
12 horas, respectivamente. Os animais receberam racéo e agua ad libitum.

Para o acasalamento, os animais foram alojados em namero de trés, 01
macho com 02 fémeas, por um periodo noturno de 12 horas. Por meio de
observagbes microscopicas (Microscopio Biologico, Modelo Axio Lab. Al,
ZEISS®), a indicativa do primeiro dia da prenhez foi a presenca ou ndo de
espermatozoides no esfregaco proveniente do lavado vaginal (GERENUTTI,
DEL FIOL; GROPPO, 2006).

O estudo foi dividido em duas etapas: (I) Capacidade reprodutiva
materna, em dois periodos: perdas pré-implantacdo e pos-implantacéo; (Il)
Efeitos sobre a prole. Todas as ratas prenhes foram alojadas em numero de
um animal por gaiola e divididas em 5 grupos de seis animais, conforme

descrito e ilustrado (Figura 1), a seguir:

Grupo CS (n=6): controle negativo - recebeu solucao salina;
*  Grupo Aba (n=6): 1° ao 8° dia — A. blazei (100 mg/kg/dia);

*  Grupo Abp (n=6): 9° ao 19° dia — A. blazei (100 mg/kg/dia);

* Grupo Gla(n=6): 1°ao 8° dia — G. lucidum (100 mg/kg/dia);

*  Grupo Glp (n=6): 9°ao 19° dia — G. lucidum (100 mg/kg/dia).
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Figura 1- Administracao diaria dos cogumelos aos diferentes grupos de ratas prenhas.

16 a0 &° dia at ao 140 dia
f’fb{»\ +
Aby, t
al t
alp f
Ce t

Legenda: Cs (Controle - solucéo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°). t, eutanasia.

As doses 100 mg/kg/dia de cogumelo foram definidas com base em
estudos prévios (GERENUTTI et al., 2014). Diariamente os animais recebiam
via gavagem, 1,5 mL contendo 100 mg/kg de pé liofilizado de cada cogumelo
solubilizado em solugéo salina. Além disso, agua e a racéo (Labina) ad libitum
foram fornecidas durante todo experimento. O peso dos animais foi
acompanhado periodicamente (1°, 4°, 8° 12° 16° e 20° dias) e como nao
houve perda de peso entre os periodos, tomou-se a variagdo de peso como
parametro de toxicidade (A = peso em gramas do 20° — 1° dia) (GERENUTTI et
al., 2008).

No vigésimo dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com
quetamina (anestésico geral na dose de 100 mg/kg, Bayer) e cloridrato de
xilazina (relaxante muscular na dose de 6 mg/kg, Bayer), via intraperitoneal
(i.p.). O sangue foi coletado por puncdo venosa hepatica (em seringa
previamente heparinizada) e transferido para trés tubos: (tubo A) contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), (tubo B) sem o

anticoagulante e com gel separador e, tubo (C) contendo heparina sédica.

4.4.2. Avaliacdo do desempenho gestacional

Para a avaliagdo do desempenho gestacional, os cornos uterinos dos
animais do grupo tratado e controle foram seccionados na extenséo
longitudinal e, apds a retirada dos fetos, das placentas, das reabsor¢cbes e

ovarios, colocados em sulfeto de aménio 1% &gua destilada, por 10 minutos,
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para contagem dos sitios iniciais de implantacdo e de reabsorcdes
(SALEWSKY, 2006). Os embrides ou fetos degenerados ou mortos e os fetos
vivos também foram contados.
A partir das contagens realizadas foram calculados os seguintes indices

gestacionais apresentados como média * desvio padréo:

a) Indice de implantacdo = n° de sitios de implantac&o/n® de corpos lGteos x
100;

b) indice de mortalidade = n° de fetos degenerados ou mortos/n°® de sitios
de implantacéo x 100;

c) indice de reabsorcédo = n° de reabsorc¢ées/n® de corpos lGteos x 100;

d) indice de perda embrionaria antes da implanta¢do = n° de corpos liteos
- n° de sitios de implanta¢ao/n® de corpos luteos x 100

e) Indice de perda embrionaria total = somatdria dos itens d + ¢ + b

f) indice de viabilidade embrionaria = 100 — item e

As placentas, fetos e ovarios foram pesados (Ohaus®, AS200S)
permitindo a avaliagdo da interferéncia dos cogumelos sobre o
desenvolvimento destas estruturas. Utilizando-se microscopio estéreo contou-
se 0 numero de corpos lateos nos ovarios para os célculos de indices
reprodutivos e analisaram-se os fetos para a identificacdo de malformagdes

externas e 0sseas.
4.5. Avaliacdo bioquimica materna

Para a avaliagdo bioquimica — da funcéo hepética (dosagens de alanina
aminotransferase, ALT e aspartato aminotransferase, AST); da funcéo renal
(creatinina e wuréia); dos niveis de glicose; insulina; lipase; triglicérides;
colesterol e HDL — utilizou-se o equipamento automatico Cobas C111. Todos
os kits comerciais utilizados nas analises foram produzidos pelo laboratério da
industria Roche® (Séao Paulo-SP, Brasil).
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4.6. Avaliacdo hematologica materna

Os parametros hematolégicos, hemoglobina, hematdcrito, globulos
brancos (WBC), contagem total de eritrécitos (RBC) numero de plaquetas
(PLT) foram analisados com o auxilio do equipamento automatico Hematologia
XS 1000i WAS, Roche®.

4.7. Avaliacdo morfoldgica fetal

Os fetos, anestesiados e eutanasiados ap0s anestesia inalatoria
induzida com halotano (saturacéo de cuba), foram divididos em trés grupos: (1)
andlises morfoldgicas e morfométricas externas (fixados em liquido de Bodian)
— conforme Figura 2: (A) antero—posterior do cranio, (B) latero—lateral do cranio,
(C) antero—posterior do torax, (D) latero—lateral do torax, (E) cranio—caudal, (F)
cauda; (2) para analise histolégica da placenta (processados, os 6rgaos foram
fixados, seccionados e corados com Hematoxilina e Eosina; (3) andlise dssea
(procedimentos de evisceracao, diafanizacdo e coloracdo com Alizarin red S
plus Alcian blue — contagem de ossos e avaliacdo de agenesia 0sseas de
cranio, costelas, vértebras e membros) (ESTEVES-PEDRO et al.,, 2012;
RANDAZZO-MOURA et al., 2011).

Figura 2- Medidas dos aspectos anatdmicos externos dos fetos.

Legenda: Medidas em cm: (A) antero—posterior do cranio, (B) latero—lateral do crénio,
(C) antero—posterior do térax, (D) latero—lateral do térax, (E) cranio—caudal, (F) cauda.
Fonte: RANDAZZO-MOURA et al. (2011).
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4.8. Anélise estatistica

Para a andlise dos resultados utilizou-se o nivel de significancia entre 1
e 5%. Foi utilizada a analise de variancia Anova para dados paramétricos,
seguida do teste Tukey-Kramer para comparacdes multiplas em todos os

experimentos realizados, através do programa Prisma.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ganho de peso materno e desempenho reprodutivo

O ganho ou a perda de peso corporal bem como o ganho ou perda de
massa relativa de oOrgdos sdo utlizados para avaliar o efeito de certas
substancias em diferentes areas da toxicologia, como na toxicologia médica,
ambiental e alimentar (BHASKAR; MOHANTY, 2014; LU et al., 2014; LEMOS
et al., 2015; MUKERJI et al., 2015; DAS et al., 2015; OLSON et al., 2015). Este
parametro de toxicidade é empregado para avaliar as diferentes exposi¢cdes —
aguda, subaguda e crbnica. Lemos e colaboradores (2015) o utilizaram para
determinar doses potencialmente letais de efluentes de curtume, por meio da
inducdo de toxicidade aguda em camundongos da linhagem BALB/c. Da
mesma forma, Silva e colaboradores (2016) o utilizaram para avaliar o efeito
toxicologico agudo do extrato bruto metandlico do Parahancornia amapa em
modelo animal.

A tabela 1 apresenta os dados de variacdo de peso e desempenho
reprodutivo de ratas expostas aos cogumelos durante os periodos pré e pés

implantacional.

Tabela 1- Ganho de peso materno e desempenho reprodutivo.

C Aba Abp Gla Glp
S
A Peso corporal
(1° - 20° dg) 97,7 + 114,5+0,6 103,5+17,2 120,0+ 8,3 100,8+10,9
62.5

Corpos Luteos (n) 12,2+ 1,7 13,8+ 1,7 11,515 13,325 11,5£1,6
Sitios implantacéo (n) 10,5+ 3,0 13,5+1,6 11,3+17 13,3t25 10,5+ 2,3
Perdas pds- implantacédo (%) 6,7 3,7 2,9 2,5 4,7
Total reabsorcéo (n) 0,7£0,7 0,5+1,2 0,3+ 0,5 0,3+ 0,5 0,5+ 0,5
Fetos mortos (n) 0,3+x0,5 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,2+0,4 0,2+ 0,4
Fetos vivos (n) 9,5+2,3 13,0+ 1,5* 11,0+ 1,7 12,8+2,6 9,8+1,7

Legenda: Cs (Controle - solucao salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla (G.
lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°). *p<0.05 em comparagdo ao grupo Controle (Cs) (Anova,
seguida de Tukey-Kramer). n, quantidade. dg, (dias gestacionais)



parametros apontados na tabela 1.
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A Figura 3 ilustra o desempenho reprodutivo e gestacional dos

Figura 3- Desempenho reprodutivo e gestacional frente a exposicdo materna aos cogumelos

A. blazei e G. lucidum.
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Legenda. A, variacdo. n, quantidade.
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O intervalo da variacdo de peso do grupo Cs foi de 35,21-160,29 g

durante todo o periodo. Isto mostra que a variagdo de peso dos grupos A.
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blazei Aba e Abp e G. lucidum Gla e Glo encontra-se nos limites considerados
normais.

A exposicdo do organismo materno a ambos os cogumelos, nos periodos
gestacionais considerados, mostra que ndo houve interferéncia no
desempenho gestacional. De modo geral, as perdas embrionarias foram em
média 2 ou 3 vezes menores nos grupos tratados quando comparados ao
controle. Pode-se observar uma tendéncia (p>0,05) diminuida na quantidade
de reabsorcbes e fetos mortos nos grupos tratados quando comparada ao
grupo controle. A administracdo de A. blazei e G. lucidum em ambos os
periodos gestacionais comparativamente ao grupo controle mostra uma

tendéncia, portanto, mais protetiva que deletéria.

5.2. Toxicologia Fetal
A tabela 2 e a Figura 4 apresentam os dados do peso fetal (em g) ao
nascimento, placenta (em g), morfometria fetal (em cm), e centros de

ossificacao (n) no 20° dia gestacional.

Tabela 2- Avaliacdo das alteracbes estruturais em fetos de ratas Wistar tratadas com
cogumelos - peso fetal ao nascimento (g), placenta (g), morfometria fetal (cm) e centros de

ossificacdo (n) no 20° dia de gestacao).

Cs Aba Ab p Gl a Glp
Peso fetos 2,6£0,6 2,3+0,1* 2,1+ 0,4* 2,2+ 0,2* 2,2+ 0,2
Peso placenta 0,4+ 0,0 0,4+ 0,0 0,4+ 0,0 0,4+0,0 0,4+ 0,0
Cranio latero/lateral 8,8+0,4 8,7+0,5 8,4+0,6 8,7+0,4 8,6+0,3
Crénio antero/posterior 14,5+0,5 14,1+0,8 13,6 +1,7* 14,1+0,7 14,4+ 0,6
Térax latero/lateral 10,5+0,7 9,9+0,7* 9,9+0,9 10,3+0,6 10,2+0,5
Torax Antero/posterior 11,0+0,8 10,8 £ 0,6 10,7+ 1,0 10,8 £ 0,5 10,7 £ 0,6
Cranio/caudal 29,0+1,4 28,4+1,7 28,0 £2,8* 27,8+1,7* 28,7+1,8
Malformagdes externas 0 0 0 0 0
Malformagdes 0 0 0 0 0
esqueléticas
Ossificagdo incompleta 0/10 1/23 0/26 0/20 0/26
cranio
Anomalias de vértebras 0 0 0 0 0
Anomalias de costelas 0 0 0 0 0
Metacarpos 4,0+£0,0 4,0+0,0 4,0+0,0 4,0+£0,0 4,0+0,0
Vértebras caudais 3,3+0,6 3,5+0,5 3,4+ 0,4 3,51+0,5 3,4+ 0,5

Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°),
Gla (G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°). *p<0,05 em comparagédo ao grupo Controle
(Cs), utilizando-se Anova, seguida de Tukey-Kramer. n, quantidade.
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Figura 4- Toxicologia fetal sob os parAmetros peso fetal ao nascimento, placenta, morfometria

fetal e centros de ossificagdo no 20° dia de gestacgéao.

Peso fetais (g) Peso placenta (g) Cranio latero/lateral
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Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abb (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°). *p<0,05 em comparacédo ao grupo Controle (Cs),

utilizando-se Anova, seguida de Tukey-Kramer.
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Observa-se a auséncia de significancia no peso dos ovarios e placenta,
e a diminuicéo significativa do peso fetal, independente do periodo gestacional,
indicando que os cogumelos poderiam evitar 0 hascimento de uma prole com
peso acima do desejavel.

Ao se analisar a relacdo feto/placenta, observa-se uma diminui¢do de
em média 6,0 para 5,0 nos grupos A. blazei e G. lucidum, mostrando que na
presenca de ambos os cogumelos, o crescimento fetal parece ter sido mais
vulneravel do que o crescimento placentario.

Observa-se que o grupo tratado com A. blazei no periodo
organogenético (9-19) apresentou crescimento cranio-caudal, caudal e cranio
(antero-posterior) significativamente diminuidos quando comparado ao grupo
controle. Similarmente, os animais pertencentes ao grupo G. lucidum (1-8)
apresentaram um menor crescimento quando comparados ao grupo controle.

No trabalho de Viroel (2018), os fetos das ratas expostas ao G. lucidum
mostraram maiores medidas fetais de cabeca, térax, craniocaudal e cauda. As
ratas Wistar prenhas foram expostas ao po liofilizado reconstituido de G.
lucidum antes e apos a inducdo do Diabetes Gestacional (dose Unica de 40
mg/kg, 1V) no oitavo dia de gestacdo, possui feitos protetores sobre os fetos.
Pode-se inferir que a maior exposicdo ao G. lucidum pode causar efeitos
genotdxicos, portanto o tempo de exposicdo deve ser considerado.

O periodo de gestacao diferiu em relacdo aos efeitos genotoxicos
causados pelos cogumelos em estudo, podendo-se inferir gue 0s mecanismos
de toxicidade devem ser diferentes.

Estudos realizados por Schafer e colaboradores (2006) demonstraram
indices de baixo peso, embora ndo tenham sugerido uma explicacdo
metabdlica plausivel. Contudo, sabe-se que a restricdo do crescimento
placentario é um fator determinante para a restricdo do crescimento fetal (peso
e comprimento) visto que isso possibilita a diminuicdo de acessos a nutrientes
e oxigénio pela barreira materno — fetal. Por outro lado, ndo foi identificado
neste estudo, restricdo no crescimento placentario, restando assim, a
necessidade de estudos acerca da organizacdo histoldgica placentaria, a qual

pode estar interferindo no desenvolvimento fetal.
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Avaliou-se neste estudo como parametro a teratogenicidade que é
definida como a capacidade de uma substancia (teratbgeno) causar
malformacgbes em organismos em desenvolvimento (DUONG et al., 2011).

Os resultados de malformacdes externas, 6sseas, craniana, de costelas,
metacarpos e veértebras caudais ndo apresentaram relevancia estatistica, e
com base nos dados obtidos, ndo se observou efeito teratogénico induzido pelo
uso de A. blazei e G. lucidum. Estes resultados corroboram com o estudo de
Andersson e Gry (2004) em ratas gravidas que receberam um extrato aquoso
de A. bisporus por 15 dias. Apos o tratamento foram examinados parametros
guanto a embriotoxicidade (perda pré-implantacdo, nimero de reabsorcdes de
fetos), teratogenicidade (malformacfes externas e esqueléticas) e ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos, nem qualquer influéncia
sobre o peso corporal das mées e dos fetos pode ser detectada.

Sabe-se que proteinas inativadoras de ribossomos (PIR) de plantas
podem prejudicar o desenvolvimento embrionario em camundongos.
Recentemente, um efeito semelhante demonstrou para dois PIRs de cogumelo,
liofilina de Lyophyllum shimeji, que também provoca anormalidades
embrionarias em camundongos (CHAN et al., 2010); e hypsina de Hypsizigus
marmoreus . Por outro lado, outro PIR, velutina de Flammulina velutipes néo
exerceu influéncia adversa no desenvolvimento do camundongo, indicando que
a teratogenicidade ndo é uma caracteristica geral de todos os PIRs (NG et al.,
2010).

5.3. Perfil hematol6gico e bioquimico materno

O parametro hematolégico é um indicador biolégico de efeito
extremamente utilizado em todas as areas (medicina humana, medicina
veterinaria, odontolégica e em pesquisa basica ou pré-clinica). Ap6s a
absorcao, o sistema circulatério e os elementos constituintes do sangue sao 0s
primeiros a sofrerem 0s impactos dos agentes toxicos. A tabela 3 e a Figura 5
apresentam os dados do perfil hematoldgico e bioquimico de ratas expostas

aos cogumelos durante os periodos pré e pos implantacional.
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Tabela 3- Perfil hematolégico de ratas expostas aos cogumelos durante os periodos pré e pés-
implantacional.

Cs Aba Abp Gla Glo
WBC 6,3+ 0,9 6,9+ 0,5 7,6+ 2,0 5,8+ 1,2 5,0+ 1,3
(10%/uL)

RBC 5,9+ 0,2 5,7+ 0,2 5,6+ 0,4 5,9+ 0,3 5,9+ 0,2
(106/uL)

PLT 751,8+191,1 760,8+114,4 772,5+263,2  8150£1456 807,0+ 259,7
(10%/uL)

Hb (g/dL) 11,6+ 0,5 11,0+ 0,3 11,0 0,8 11,4+ 0,4 11,6+ 0,4
Ht (%) 35,2+ 1,8 33,8+ 1,2 33,5+ 1,9 35,0+ 1,1 35,0+ 0,9

Legenda: Cs (Controle - solucédo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°),
Gla (G. lucidum 1°-8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).
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Figura 5- Perfil hematoldgico de ratas expostas aos cogumelos durante os periodos pré- e pos-
implantacional.
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Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla

(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°). Note a auséncia de parametros significativos entre
0s grupos (p>0,05).

A analise estatistica dos dados de perfil hematologico materno néo
demonstrou nenhuma significancia nos parametros WBC, RBC, Hb, Ht e PLT
dos grupos Abis (A. blazei), Abe.1g (A. blazei), Glis (G. lucidum), Glo.19 (G.
lucidum) comparativamente ao grupo controle CS.
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As constituicbes quimicas desses cogumelos sdo conhecidas, o A.
blazei contém 29,23% de acido palmitico, 7,46% de acido estearico, 10,84% de
acido oleico, 49,68% de acido linoleico e 2,34% de &cido aracdbnico (ORSINE;
BRITO; NOVAES, 2012) e, o G. lucidum apresenta aminoacidos, acucares
totais, compostos fendlicos, proteinas, fibras, gorduras, calorias, minerais,
calcio, ferro e sédio na sua composicao (SIMIONI; JOSEFINO; RODRIGUES,
2008). Entdo, depreende-se que tais elementos presentes nas doses de 100
mg/kg/dia dos cogumelos administrados via gavagem, n&o induzem
hemotoxicidade materna, corroborando dados da literatura de auséncia de
efeitos adversos.

Outro indicador biol6gico de possivel efeito toxico € obtido através de
dosagens bioquimicas. O perfil bioquimico materno est4 apresentado mais
detalhadamente na tabela 4 e na Figura 6.

Tabela 4- Perfil bioguimico de ratas expostas aos cogumelos durante os periodos pré e pés-
implantacional.

Cs Aba Abp Gla Glp
ALT (U/L) 71,3+ 21,2 73,2+ 17,9 62,8+ 10,6 77,7£9,1 72,6+5,7
AST(U/L) 72,8+ 28,0 87,2+ 21,2 64,9+ 24,2 73,7+ 10,7 84,8+ 9,7
Albumina 3,2+ 0,5 3,2+ 0,4 3,6%0,5 3,3+ 0,1 3,704
(g/dL)
Creatinina( 0,2+ 0,0 0,2+ 0,0 0,3+0,1 0,2+ 0,0 0,3+ 0,0
mg/dL)
Uréia 49,0+ 5,1 51,2+ 6,1 57,6+ 6,1 47,4+ 7,6 51,0+ 12,4
(mg/dL)
Col 79,8+ 19,2 76,4+ 17,8 74,0£9,0 73,7+ 5,3 79,4+ 9,5
(mg/dL)
HDL 12,8+ 7,0 22,0+ 12,3 25,5+ 8,5 17,0+ 8,2 19,5+ 10,9
(mg/dL)
Trig 494,6+ 174,2 465,8+258,9  342,1+142,7 447,0+ 128,1 334,0+ 106,9
(mg/dL)
Insulina 1,6+0,5 1,8+ 0,5 1,5£0,3 2,0+ 0,5 2,2+0,8
(ng/mL)
Lipase 6,9+ 1,3 7,718 8,1+ 3,1 6,2+ 0,3 6,5+ 0,4
(U/L)
Glicose 139,2+ 27,0 179,4+ 63,6 157,8+ 45,6 149,3+ 35,0 144,2+ 16,6
(mg/dL)

Legenda: Cs (Controle - solucdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).
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Figura 6- Perfil bioquimico frente a exposicdo materna aos cogumelos A. blazei e G. lucidum

durante a prenhes.
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Legenda: Cs (Controle - solucdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).

O range da variacdo de ALT do grupo Cs foi de 49,96 — 92,64 U/L e o0 de
AST foi de 44,79 — 100,91 U/L. Todos os valores obtidos dos grupos Aba (A.
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blazei), Abp (A. blazei), Gla (G. lucidum), Glpo (G. lucidum) estéo nos limites do
range do grupo Cs, também corroborado pela auséncia de significancia
estatistica entre os grupos. Esses resultados evidenciam a auséncia de
hepatoxicidade induzida pelos cogumelos A. blazei e G. lucidum.

O periodo gestacional € marcado por intensa alteracdo hormonal que
pode ter efeitos sobre os parametros hematoldgico e bioquimico (CHRISTIAN,
2001), promovendo uma hemodiluicdo sanguinea e reduzindo os niveis de
ureia e creatinina, os quais nao foram observados neste trabalho, o que pode
sugerir um possivel efeito protetor dos cogumelos.

Na tabela 4, estdo apresentadas as dosagens bioguimicas de colesterol
total, HDL-colesterol e triglicérides realizadas em soros de ratas. Sabe-se que 0
aumento do nivel do colesterol total e triglicérides, sdo fatores importantes na
determinacao de predisposicao a doencas cardiovasculares (WU et al., 2003;
LONDERO; RIBEIRO; CARGNELUTTI FILHO, 2008). Nota-se que ndo houve
aumento significativo de colesterol total e triglicérides e sim uma diminuicao
mesmo que nao apresentando significancia, o que pode nos direcionar a um
possivel efeito protetor contra doencas cardiovasculares.

Com base nos dados anteriores destaca-se que o perfil bioquimico ndo
foi modificado significativamente pela administracdo dos cogumelos. Contudo,
aumentos pontuais nos niveis de colesterol HDL e diminuicdo dos niveis de
colesterol total e triglicérides foram registrados, corroborando aos estudos
realizados por Kabir, Kimura e Tamura (1988) e Mizuno (2004). Além disso, 0s
hipolipidémicos atuam como agentes protetores do infarto do miocardio e
doencas coronarianas (ASSMANN; NOFER, 2003), uma grande promessa a
qualquer candidato a este efeito, como 0s cogumelos comestiveis.

Ademais, ndo houve diferenca significativa dos niveis de insulina e
glicose, quando comparados ao controle, mas apenas uma tendéncia de
aumento, que segundo Harkness e Wagner (1993) o aumento destes
componentes estaria relacionado a flutuacdes fisiologicas. Por outro lado,
estudos realizados por Collins (2005), Valko e colaboradores (2007), Ferreira e
colaboradores (2010), Benzie e Wachtel-Galor (2009) demonstraram a agéo
hipoglicemiante quando da administragdo dos cogumelos, ndo observado em

nossos estudos.
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5.4. Avaliacédo do desempenho gestacional

O sucesso de todas as gestacdes depende da formacdo correta da
estrutura ramificada das vilosidades da placenta e da rede de vasos
sanguineos fetais no inicio da gravidez. Graves inadequacdes na formacao da
placenta sustentam muitos casos de falha de implantacdo e aborto espontaneo
precoce (BOSS; CHAMLEY JAMES; 2018).

Por isso, alteracbes provocadas decorrentes do uso de composto
durante o periodo gestacional podem ser indicio de tratar-se de uma substancia
teratogénica. A avaliagdo do desempenho gestacional foi determinada através
de diversos parametros que estdo descritos na tabela 5, considerando a
exposicdo aos cogumelos durante os periodos de pré e pos implantacdo do

concepto.

Tabela 5- Desempenho gestacional de ratas expostas aos cogumelos A. blazei e G. lucidum
durante os periodos pré e pos-implantacional.

Cs Aba Ab p Gl a Gl
Sitios de implantacéo 12,2+1,5 13,8+1,5 11,5¢1,5 13,3+1,5 11,5+1,6
Reabsorcdes 0,7+0,6 0,8+0,6 0,3+0,5 0,3+0,6 0,5+0,5
precoces
Reabsorcdes tardias 0 0 0 0 0
Total de reabsorcdes 0,7+0,6 0,8+0,6 0,8£1,3 0,3%0,6 0,5%0,5
Fetos mortos 0 0 0 0 0,1+0,4
Fetos vivos 11,2+1,3 13+1,3 11+1,7 12,8+1,3 10,8+1,7

Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).

A partir das contagens realizadas foram calculados os seguintes indices

gestacionais apresentados como média + desvio padrao (Tabela 6).
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Tabela 6- Determinagdo dos indices gestacionais de ratas expostas aos cogumelos A. blazei e
G. lucidum durante os periodos pré e pés-implantacional.

Cs Aba Ab b Gl a Glo
indice de Implantacéo 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0
indice de Reabsorcédo 5,6+5,7 5,6+8,9 6,9+10,7 2,6£4,0 4,1+4,5
indice de Mortalidade 2,4+4,1 0 0 1,3£3,1 1,242,9
indice de perda 0 0 0 0 0
embrionéria antes da
implantag&o
indice de perda 8,048,0 5,6+8,9 6,9+10,7 3,944,2 5,3%6,1
embrionéria total
indice de viabilidade 92,0+8,0 94,4+8,9 93,1+10,7 96,1+4,2 94,7+6,1
embrionéria

Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).

Analisando estatisticamente os indices gestacionais determinados néo
houve diferenca significativa entre o tratamento com o0s cogumelos nos

periodos de pré e pés-implantacdo quando comparado ao controle.

5.5. Avaliacdo morfoldgica
A avaliacdo histologica da estrutura morfologica da placenta de ratas
expostas aos cogumelos durante as fases de pré e pos-implantacdo do

concepto é ilustrada na Figura 7.
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Figura 7- Fotomicrografia (aumento de 50x) de corte histolégico de placentas de ratas com
coloracdo eosina/hematoxilina, com detalhe nas areas: E: espongiotrofoblasto; L: labirinto,
seta: indica as células produtoras de glicogénio.

Legenda: A) controle. B) A. blazei pré e pés-implantacéo. C) G. lucidum pré e pos-implantacao.

A placenta é composta por trés camadas com diferentes tipos de células
em cada uma: (1) trofoblastos que cobrem toda a superficie da arvore vilosa e
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se banham no sangue materno dentro do espaco interviloso; (2) células
mesenquimais, macrofagos derivados do mesénquima (células de Hofbauer) e
fibroblastos que estédo localizados dentro do estroma do nucleo viloso entre
trofoblastos e vasos fetais. As células de Hofbauer sintetizam fatores pro-
angiogénicos que iniciam a vasculogénese na placenta; e (3) células
vasculares fetais que incluem células do musculo liso vascular, células
perivasculares (pericitos) e células endoteliais (WANG; ZHAO, 2010).

Depois que o blastocisto se implanta no endométrio materno, o
trofoblasto se desenvolve para formar a camada externa da placenta. As
células trofoblasticas proliferam e se diferenciam rapidamente para formar uma
camada interna de células citotrofoblasticas e as células citotrofoblasticas se
diferenciam e se fundem para formar uma camada externa de células
sincitiotrofoblasticas multinucleadas que cobre a placenta. A medida que a
placenta se desenvolve, as camadas do trofoblasto formam uma barreira
placentaria, onde uma camada de células separa 0 sangue materno no espaco
interviloso do sangue fetal nas vilosidades (BROLIO et al., 2011).

Em resposta a implantacdo do blastocisto, o endométrio materno sofre
uma reacdo decidual na qual as células do estroma decidual acumulam
glicogénio e nutrientes e aumentam a funcdo secretora para dar suporte ao
embrido inicial (GUDE et al., 2004).

A partir da andlise das figuras pode-se observar que a alteracédo
encontrada foi apenas no tratamento com G. lucidum antes da implantacéo do
concepto, em gue houve um aumento na quantidade de células produtoras de
glicogénio. Portanto, pode-se inferir que este cogumelo pode auxiliar na
manutenc¢ao do concepto durante o desenvolvimento gestacional.

A Figura 8 corresponde aos cortes histolégicos dos rins maternos

expostos aos cogumelos nos periodos pré- e pos-implantacionais.
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Figura 8- Fotomicrografias (aumento de 200x) de cortes longitudinais da regido do cortex renal
mostrando o tdbulo contorcido distal (TCD), tlbulo contorcido proximal (TCP ou TC) e o
corpusculo renal (CR) de animais controle e tratados. (A) Cortex renal de um rato de controle
(B) Cortex renal do animal tratado com A. blazei pré e pos-implantacdo. C) Cortex renal do

animal tratado com G. lucidum pré e pés-implantagéo.
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Estudos usando plantas medicinais para o tratamento de varias doencas
apresentam associacdo entre o uso e uma possivel toxicidade renal (DE
OLIVEIRA et al., 2011).

Pois, uma funcdo importante do rim é excretar residuos metabolicos e
xenobidticos da circulacdo. Durante esse processo, 0 rim pode se tornar
vulneravel a toxicidade. As vias de eliminacédo de xenobidticos incluem filtracédo
glomerular e secrecao tubular (GEORGE et al., 2017).

Poucos estudos mostram que alguns cogumelos apresentam potencial
de nefrotoxicidade; como Cortinarius orellanus Fr. e outras espécies deste
género que contém uma bipiridina,orelanina, responsavel pela necrose letal-
tubular (TEBBETT; CADDY, 1984).

Porém, neste estudo ndo foi observada alteracdo na anatomia renal
materna, indicando que ndo houve comprometimento da filtragdo glomerular,

gue pode facilitar a acéo teratogénica das substancias.

5.6. Avaliacdo de alteracdes fisiolégicas maternas

Na Figura 9 foram descritas as areas (em um?) dos glomérulos renais de
ratas expostas aos cogumelos durante os periodos pré e pdos-implantacdo do

concepto.

Figura 9- Area (um?) dos glomérulos renais de ratas expostas aos cogumelos durante os

periodos pré e pés-implantacional.
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Legenda: Cs (Controle - solugdo salina 0,9%), Aba (A. blazei 1°- 8°), Abp (A. blazei 9°-19°), Gla
(G. lucidum 1°- 8°), Glp (G. lucidum 9°-19°).
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Durante a gestacdo podem ocorrer alteracoes fisiolégicas como aumento
da diurese e do fluxo plasmatico renal, que modificam o processo
farmacocinético dos medicamentos, acarretando alteracdes na intensidade e
duracdo do efeito dos farmacos, havendo necessidade de verificar os niveis
plasméticos que podem gerar efeitos danosos ao organismo da mée e também
do feto (WANNMACHER; FERREIRA, 1999).

Em nosso estudo, ap0s a analise dos dados identificou-se que nao
houve diferenca estaticamente significativa da area glomerular entre os
diferentes tratamentos com o0s cogumelos, comparativamente ao grupo
controle, constituindo assim um indicativo da seguranca do uso destes
cogumelos durante a gestacao.

Além disso, a teratogenicidade pode estar relacionada a variante
genética materna e fetal que afetam a farmacocinética (absorc¢éao, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo, transporte placentario) e a ligacdo de um agente ao
receptor (CASSINA et al.,, 2012), justificando desta forma a importancia da

avaliacdo fisiolégica materna.
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6. CONCLUSAO

As ratas Wistar ndo sofreram efeitos deletérios perante a exposi¢cao aos
cogumelos A. blazei e G. lucidum (100 mg/kg/dia) nos periodos de pré-
implantacdo e implantagdo (1° ao 8° dia gestacional), nem no periodo pos-
implantagcéo (9° ao 19° dia gestacional), permitindo concluir que os cogumelos
nao causam toxicidade materna.

Os fetos, por sua vez, apresentaram uma reducao cranio-caudal, frente
a exposicdo materna a ambos os cogumelos, A. blazei e G. lucidum,

impactando no peso ao nascimento, que se mostrou diminuido.
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