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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de disfuncdes metabdlicas que
se caracteriza por problemas relacionados com a secrecdo e/ou acdo da insulina e que
resultam em hiperglicemia. Além das complicacGes relacionadas ao diabetes, € frequente
a associacdo do diabetes com a dislipidemia, a qual se caracteriza por alteracbes nos
parametros de lipideos e de lipoproteinas. Diversos compostos tém sido estudados com
intuito de auxiliar o tratamento do diabetes, especialmente substancias advindas de fontes
naturais. Cogumelos sdo fontes de diversos compostos com diferentes atividades
bioldgicas e muitos desses sdo empregados para complementar o tratamento de doencas.
Ademais, residuos lignocelulésicos podem ser aproveitados para a producdo de
cogumelos, por exemplo a serragem de Pinus sp. S8o escassos 0s estudos acerca das
propriedades bioldgicas do micelio de Pycnoporus sanguineus cultivado em estado sélido
e do substrato para cultivo, serragem de Pinus sp., especialmente em modelo experimental
de diabetes. Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de dietas
suplementadas com serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e com serragem
de Pinus sp. sobre o metabolismo de ratos controles e diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Os animais foram divididos em seis grupos, sendo trés grupos controles
e trés grupos diabéticos, tratados com racdo normal (comercial), racdo suplementada com
serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e com serragem de Pinus sp. por um
periodo de quatro semanas. Foram avaliados o perfil de consumo de liquido e racédo e 0s
efeitos sobre os pardmetros bioquimicos e hematologicos. Os resultados indicam que para
0s grupos de ratos diabéticos tratados com racdo suplementada com serragem de Pinus
sp. miceliada com P. sanguineus e serragem de Pinus sp. houve diminuicdo significativa
nos niveis séricos de colesterol total em 20,64% e 15,42%, de colesterol ndo-HDL em

33,53% e 38,43% e de triglicerideos em 69,81% e 70,03%, respectivamente.
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Simultaneamente houve aumento significativos dos niveis de HDL-colesterol em 12,57%
no grupo de animais diabéticos tratados com suplementacdo de serragem de Pinus sp.
Foram evidenciadas algumas alteracBes nos parametros hematoldgicos em funcéo da
suplementacdo. Contudo, sdo necessérios estudos adicionais para a elucidagdo dos
mecanismos de a¢do e dos componentes responsaveis para tal efeito das duas formulagdes

empregadas.

Palavras-chave: Pycnoporus sanguineus, Pinus sp., diabetes, dislipidemia,

triglicerideos, ratos

13



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a heterogeneous group of metabolic dysfunctions which
is characterized by problems related to secretion and/or action of insulin that results in
hyperglycemia. Besides the complications related to diabetes, the association to
dyslipidemia is frequent, which is characterized by changes in the standards of lipids and
lipoproteins. Several compounds have been studied with the objective to assist the
treatment of diabetes, especially substances that have come from natural sources.
Mushrooms are sources of several compounds with different biological activities and
many of these are used to complement the treatment of diseases. Furthermore,
lignocellulosic residue may be used for the production of mushrooms, e.g. Pinus sp.
sawdust. There are just a few studies concerning the biological properties from
Pycnoporus sanguineus mycelium cultivated in solid state and the substrate for
cultivation, Pinus sp. sawdust, especially in experimental model of diabetes. Having this
in mind, this work had as its objective to evaluate the effects of diets supplemented with
P. sanguineus mycelium and Pinus sp. sawdust over the metabolism of control and
streptozotocin-induced diabetic rats. The animals were divided in six groups, being three
control groups and three diabetic groups, treated with normal (commercial) ration,
supplemented with P. sanguineus mycelium and Pinus sp. sawdust for a period of four
weeks. The profile of consumption of liquid and ration and the effects over the
biochemical and hematological parameters were evaluated. The results indicate that for
the group of diabetic rats treated with supplemented ration with P. sanguineus mycelium
and Pinus sp. sawdust there was a significant decrease in serum levels of total cholesterol
in 20.64% and 15.42%, non-HDL cholesterol in 33.53% and 38.43% and triglycerides in
69.81% and 70.03%, respectively. Simultaneously there was a meaningful increase on

HDL-cholesterol levels in 12.57% in the group of diabetic animals treated with
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supplementation of Pinus sp. sawdust. There was evidence of some changes in
hematologic standards due to supplementation. However, additional studies are required
to clarify the action mechanisms and the components responsible for such effect of the

two formulations applied.

Key words: Pycnoporus sanguineus, Pinus sp., diabetes, dyslipidemia, triglycerides,
rats
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) ¢ classificado como uma desordem metabdlica
caracterizado principalmente por hiperglicemia, frequentemente acompanhado por
dislipidemia. O DM esta assumindo proporcBes consideradas epidémicas em varios
paises. Esse fato é atribuido ao envelhecimento populacional, a urbanizacéo e ao estilo de
vida adotado atualmente que se configura por sedentarismo e obesidade (SBD, 2015). A
hiperglicemia resultante de disfuncdes da acdo da insulina, entre outras consequéncias,
desencadeia mudancas no perfil lipidico dos individuos acometidos pela condicdo. A
dislipidemia associada ao diabetes € caracterizada principalmente  por
hipertrigliceridemia, superproducédo de quilomicrons, aumento de lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL-colesterol, do inglés very low density lipoprotein),
predominancia de particula densas e pequenas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-
colesterol, do inglés low density lipoprotein), reducdo de lipoproteinas de alta densidade
(HDL-colesterol, do inglés high density lipoprotein) e aumento de lipemia pos-prandial
(Dominic, 2013; Wu & Parhofer, 2014).

Embora o tratamento convencional para o diabetes esteja bem estabelecido pelas
diretrizes nacionais e internacionais, 0 mesmo ndo é suficiente para a crescente demanda
(Munir et al., 2013). Sendo assim, diversas alternativas farmacoldgicas sdo descritas, no
entanto, potenciais efeitos adversos de novos agentes tém sido relatados e sao poucos 0s
estudos clinicos (Philippe & Raccah, 2009). Em funcéo disso, existe uma crescente busca
por novos compostos, especialmente os advindos de fontes naturais, para o tratamento de
doengas como o diabetes, da mesma forma, sugere-se que alimentos funcionais e

nutracéuticos possam auxiliar no tratamento convencional.
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No que diz respeito as fontes naturais, ha anos os cogumelos sdo empregados em
tratamentos de doencas por possuirem inimeras propriedades bioldgicas e por serem uma
fonte de diversos compostos bioativos (Lindequist et al., 2005).

A espécie Pycnoporus sanguineus é um basidiomiceto produtor do pigmento
cinabarina. Esse macrofungo possui potencial emprego na biotecnologia, principalmente
na area de bioprocessos, uma vez que € produtor de enzimas de interesse, destacando-se
as lacases (Smania et al., 1997; Lomascolo et al., 2011). Um potencial campo de estudo
é acerca das propriedades bioldgicas de P. sanguineus, visto que sdo poucos 0s dados
reportados. Sendo que para diversas outras espécies de basidiomicetos sdo atribuidas
propriedades medicinais (Money, 2016).

Para a producdo de cogumelos, inclusive de P. sanguineus, podem ser
reaproveitados substratos lignocelulésicos, como a serragem de Pinus sp. que é um
residuo da industria madeireira (Gambato et al., 2016). Estudos acerca das propriedades
de espécies de Pinus sp. indicam que essas sdao também uma potencial fonte de
constituintes de interesse (Politeo et al., 2011).

Sendo almejada a descoberta por novas substancias que possam atuar no
tratamento do diabetes e podendo empregar a serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus e a serragem de Pinus sp. como suplemento em ragdes, o foco deste trabalho
foi avaliar os efeitos do micélio de P. sanguineus cultivado em estado sélido com
serragem de Pinus sp. sobre o metabolismo de ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina.
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2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de racdo suplementada com serragem de Pinus sp. miceliada
com Pycnoporus sanguineus sobre o metabolismo de ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar o cultivo de micélio P. sanguineus empregando serragem de Pinus sp. como
substrato.

e Suplementar racOes comerciais com serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus e com serragem de Pinus sp.

e Analisar a composicao centesimal e conteudo de compostos fenolicos da serragem de
Pinus sp. miceliada com P. sanguineus, da serragem de Pinus sp., das ra¢cées normal
(comercial) e das ra¢6es suplementadas com serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus e serragem de Pinus sp.

e Auvaliar os efeitos da suplementacdo com serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus e com serragem de Pinus sp. sobre 0 comportamento do consumo de
liquido e racdo dos ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

e Calcular e avaliar o indice renal e hepatico dos ratos saudaveis e diabéticos.

e Auvaliar os efeitos da suplementacdo com serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus e com serragem de Pinus sp. no perfil bioquimico e hematologico de ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina.

e Avaliar a hepatotoxicidade da suplementacdo com serragem de Pinus sp. miceliada

com P. sanguineus e com serragem de Pinus sp.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é classificado como um grupo heterogéneo de
disfuncdes metabolicas que se caracteriza por problemas relacionados com a secrecédo
e/ou acdo da insulina e que resultam em hiperglicemia, frequentemente acompanhado por
dislipidemia. Como consequéncia, podem ser desencadeadas complicacdes como doenca
cardiovascular, neuropatia, nefropatia e retinopatia. Essa condicdo € classificada em
diferentes tipos de acordo com a sua etiologia. O diabetes tipo 1 (DM1), também
conhecido como insulino-dependente, acomete cerca de 5-10% dos individuos
diagnosticados com diabetes, ocorre predominantemente em criangas e adultos jovens e
trata-se da destruicdo autoimune das células B das ilhotas pancreaticas, estando
relacionado a pré-disposicao genética e a fatores ambientais. O diabetes tipo 2 (DM2),
também conhecido como ndo insulino-dependente, € 0 mais comum e acomete
aproximadamente 90-95% dos individuos diagnosticados com diabetes, sendo
caracterizada essencialmente por resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina é definida
como uma disfuncdo nas vias de sinalizacdo mediadas pela insulina em que concentracdes
normais do horménio ndo geram a resposta biolégica adequada, o que provoca um
aumento ineficiente da secrecdo de insulina. A reducdo da acdo da insulina esta
principalmente relacionada a defeitos na célula-alvo a nivel de receptor, sendo a
obesidade e a gordura abdominal algumas das causas da resisténcia a insulina (ADA,
2014; SBD, 2015).

Séo relatados outros tipos menos frequentes de diabetes os quais as formas clinicas
apresentam variagdes. Entre as condicgdes clinicas associadas ao diabetes estdo defeitos
genéticos na fungdo das células B, defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas do

pancreas exocrino, endocrinopatias, induzido por medicamentos ou agentes quimicos,
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infecgBes, formas incomuns autoimunes e outras sindromes genéticas. O diabetes
gestacional se apresenta de forma semelhante ao DM2 e inicia durante a gestacdo. Na
maioria dos casos ocorre reversdo apds o parto, no entanto, o risco de desenvolvimento
de DM2 nos anos seguintes é aumentado (SBD, 2015). O termo “diabetes duplo” designa
a combinacgdo de ambos os tipos de diabetes, DM1 e DM2, o qual o individuo com DM1
apresenta também fatores agravantes como obesidade e resisténcia a insulina. A
prevaléncia de pacientes que apresentam esse perfil tem aumentado significativamente
(Merger et al., 2016). Além disso, existem duas condi¢des referidas como pré-diabetes
que se configuram por glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. Em
ambos os casos existe risco de desenvolvimento de DM e doengas cardiovasculares (SBD,
2015).

Atualmente, estima-se que 415 milhdes de pessoas sejam acometidas pelo DM em
todo o mundo e que em 2040 o numero aumente para 642 milhGes de pessoas. O Brasil
esta na lista dos 10 paises do mundo mais acometidos pelo DM com estimativa de mais
de 14 milhGes de individuos portadores da condicdo (IDF, 2016). Ainda, segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, estima-se que ocorra em torno de 1,5 milhdes de mortes
todo ano atribuidas ao DM (WHO, 2016)

A hiperglicemia, observada no diabetes ndo tratado, é responsavel por
desencadear sintomas como poliuria, polidipsia, polifagia e significativa perda de peso
(ADA, 2014). As células endoteliais vasculares apresentam um risco particular de
desenvolver hiperglicemia intracelular, uma vez que a glicose pode entrar nessas células
por difusdo passiva, ndo sendo necessaria a acdo da insulina (Domingueti et al., 2016).
Em condigéo hiperglicémica ocorre uma producdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, responsaveis pelo desenvolvimento de disfungéo vascular, além de

danos a proteinas, lipideos de membrana e acidos nucleicos (Bandeira et al., 2013). O
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estresse oxidativo estd relacionado também com o aparecimento de complicacdes
relacionada ao DM como nefropatia e neuropatia (Osawa & Fato, 2005).

Além do estresse oxidativo, sdo desencadeados outros processos induzidos pela
hiperglicemia, incluindo auto-oxidacéo da glicose, superproducdo de produtos finais de
glicacdo avancada (do inglés AGEs, advanced glycation end-products), aumento do fluxo
de hexosamina, ativacéo de diacilglicerol, de proteina quinase C e da via do poliol. Em
hiperglicemia, a via glicolitica esta saturada e a glicose em excesso intracelular é desviada
para a via do poliol o que leva ao aumento da sua atividade. O sorbitol € um produto da
oxidacdo da glicose gerado pela enzima aldose redutase, sendo oxidado a frutose pela
enzima sorbitol desidrogenase. O acumulo de sorbitol leva a diminuicdo de NADPH, o
qual é essencial para regeneracdo de enzimas antioxidantes. As lesbes ocorrem por
aumento do estresse osmotico induzido pelos polidis, diminuicdo da atividade da bomba
sodio-potassio (Na*/K*/ATPase), aumento citosélico do NADH/NAD™ e reducdo do
NADPH (Oyenihi et al., 2015).

Os AGEs, por sua vez, estdo presentes no organismo como produtos do
metabolismo normal, no entanto, a dieta ainda é a principal fonte dos mesmos. A
concentracdo aumentada de AGEs é um processo comum no envelhecimento e é também
observada no diabetes. O carater pré-oxidante de AGESs aumenta o0 estresse oxidativo no
organismo, tendo como agravante a reducdo da funcdo renal que compromete a remocéo
de AGEs da circulagdo (Vlassara & Striker, 2013).

O diabetes é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de infarto
do miocardio, acidente vascular encefalico e doenca vascular periférica. Em pacientes
diabeticos, as chances de desenvolvimento de doencas cardiacas e acidente vascular

encefalico aumentam de quatro a cinco vezes, comparado aos nado-diabéticos. As
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complicacOes cardiovasculares sao a principal causa de morbidade e mortalidade entre os
pacientes com DM1 e DM2 (Domingueti et al., 2016).

A neuropatia, uma disfungdo nervosa envolvendo o sistema nervoso somatico e
autdbnomo causada pela hiperglicemia, é a complica¢do mais comum do DM, acometendo
até 50% dos pacientes com diabetes DM1 e DM2. No DM1, geralmente os sintomas de
polineuropatia distal aparecem ap6s varios anos de hiperglicemia prolongada cronica.
Contrariamente, os pacientes com DM2 que apresentam polineuropatia distal apds apenas
alguns anos de controle glicémico inadequado (Oyenihi et al., 2015).

O DM2 e a doencga de Alzheimer eram consideradas desordens independentes. No
entanto, as duas condi¢cBes apresentam caracteristicas fisiopatoldgicas comuns, um
exemplo é o estresse oxidativo. Hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
séo fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer. A associacao entre
ambas condi¢des é denominada de diabetes tipo 3 por ser desencadeado por problemas
relacionados a insulina, com consequente neurodegeneracdo e problemas cognitivos
(Kandimalla et al., 2016; Redondo et al., 2016).

Por variados motivos, o DM2 pode ser negligenciado. Estima-se que
aproximadamente 50% de todos os casos de DM2 no mundo néo séo diagnosticados. Esse
fato contribui para o desenvolvimento de complica¢fes que se agravam com o passar do
tempo, sendo mais custoso para os sistemas de salde o tratamento do DM2 em estagios
avancados (Beagley et al., 2014).

Atualmente sdo aplicados trés critérios para o diagnostico de DM: sintomas de
polidria, polidipsia e perda ponderal de peso simultaneo a glicemia casual >200 mg/dL,
glicemia de jejum > 126 mg/dL ou glicemia de 2 horas apds ingesta de 75 g de glicose >

200 mg/dL (SBD, 2015).
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Para controle da hiperglicemia estao disponiveis medicamentos que agem através
de diferentes mecanismos. A insulina é empregada para o tratamento de DM1 enquanto
que para 0 DM2 sdo utilizados hipoglicemiantes. Dentre as alternativas farmacoldgicas
encontram-se as biguanidas que agem aumentando a sensibilidade & insulina, as
glitazonas que provocam a diminui¢do da producéo hepética de glicose, as glinidas que
atuam no aumento da secrec¢do de insulina e o0s inibidores das enzimas a-amilase ¢ a-
glicosidase, que causam o retardo na absorgéo de glicose. Mais recentemente aprovados
estdo o peptideo semelhante a glucagon 1 (do inglés Glucagon-like peptide-1, GLP-1),
inibidores de dipeptidil-peptidase-4 (DPP) e analogos de amilina (Philippe & Raccah,
2009). Além da terapia medicamentosa, outras abordagens para o controle glicémico séo
recomendadas, tais como dieta adequada e pratica de exercicios fisicos (SBD, 2015).

Uma vez que as alternativas terapéuticas para o tratamento do DM podem
apresentar efeitos adversos, a investigacdo de diferentes moléculas se faz necesséario.
Estudos reportam a pesquisa por novas fontes de substancias que auxiliem na prevencao
e no tratamento de complicacdes desencadeados pelo diabetes. Entre essas estéo
piranocumarina (Dominguez-Mendoza et al., 2016), taurina (Sirdah, 2015),
desidroepiandrosterona (DHEA) (Jahn et al., 2010), vitaminas (Patel et al., 2016) e
polifendis (Cao et al., 2015). Ha evidéncias de que os polifendis podem ser empregados
com auxiliares no tratamento do DM. Baseado em estudos, sugere-se que os polifendis
agem na modulacdo do metabolismo de carboidratos e lipideos, diminuindo a
hiperglicemia, a dislipidemia e a resisténcia a insulina, estresse oxidativo e processos
inflamatdrios e melhorando o metabolismo do tecido adiposo. Por consequéncia, podem
prevenir o desenvolvimento de complicacbes do DM a longo prazo, incluindo doenga

cardiovascular, neuropatia, nefropatia e retinopatia (Bahadoran et al., 2013).
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Um dos empregos do diabetes experimental é na busca por tratamentos inovadores
e na elucidagdo dos mecanismos relacionados ao DM que ainda n&o foram
compreendidos. Ratos s&o comumente utilizados como modelos animais para DM1.
Aloxano e estreptozotocina séo substancias frequentemente empregadas para inducdo do
diabetes. A estreptozotocina (STZ, 2-desoxi-2-(3-(3-metil-nitrosoureido)-D-
glucopiranose) é um antimicrobiano sintetizado pela bactéria Streptomycetes
achromogenes, além do emprego na inducdo do diabetes experimental, foi aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de cancer metastatico de ilhotas
pancreéaticas. A administracdo da-se por via intraperitoneal ou por via intravenosa e as
doses variam de 35 mg/kg a 80mg/kg. Apos a administracdo de estreptozotocina, ocorre
alquilacdo do DNA, liberagao de 6xido nitrico intracelular e produgdo de espécies reativas
de oxigénio, esses por fim desencadeiam danos ao DNA das células  (Kahraman et al.,
2015; Radenkovi¢ et al., 2016). Sendo assim, a busca por novas opg¢des terapéuticas ou
adjuvantes no tratamento do diabetes se faz necessaria visto a magnitude dos problemas
relacionados ao diabetes.

3.1.1 Dislipidemia e diabetes

E frequente a associacdo do DM com a dislipidemia, a qual se caracteriza por
mudancas nos parametros de lipideos e de lipoproteinas. A dislipidemia configura-se por
aumento sérico de triglicerideos, reducdo de lipoproteina de alta densidade (HDL-
colesterol) e alteracbes em lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol). Isso
devido também ao fato de que a insulina esta envolvida em todas as etapas de produgéo
e secrecédo de lipoproteina de densidade muito baixa densidade (VLDL-colesterol) (Wu
& Parhofer, 2014).

O perfil lipidico de diabéticos ndo tratados frequentemente difere de individuos

ndo-diabéticos. Em pacientes acometidos por DM1 e DM2 observa-se niveis elevados de
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triglicerideos, diminuicdo do HDL-colesterol e particulas menores e densas de LDL-
colesterol. O aumento de LDL-colesterol é observado no DM1 e em individuos
acometidos por DM2 os niveis sdo similares aos dos ndo-diabéticos (Dake & Sora, 2016).

As mudancas no perfil lipidico do individuo sdo causadas pela hiperglicemia e
resisténcia a insulina. A insulina é responsavel por regular a atividade da enzima
lipoproteina lipase, a qual é responsavel pela hidrélise de triglicerideos. Em situagdes
como resisténcia a insulina, ocorre aumento plasmatico de triglicerideos e diminuicao de
HDL-colesterol (Jaiswal et al.,, 2014). As alteracbes nos parametros de lipideos
representam o principal fator para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares em
pacientes diabéticos (Wu & Parhofer, 2014).

Os lipideos apresentam importantes funcbes na estrutura de membrana celular,
sinalizacdo intracelular e manutencdo da energia. No entanto, o acimulo, quando em
excesso, de lipideos em 6rgéos causa disfuncdo e morte celular (Brookheart et al., 2009).
Dentre os lipideos de importancia bioldgica estdo os fosfolipideos, o colesterol, os
triacilglicerdis e os acidos graxos. Os fosfolipideos sdo importantes do ponto de vista
fisioldgico uma vez que formam a estrutura bésica das membranas celulares (Lenoir et
al., 2007). O colesterol é precursor dos hormdnios esteroides, dos &cidos biliares e da
vitamina D, além de atuar na fluidez de membranas e na ativacdo de enzimas localizadas
nas mesmas (Rozner & Garti, 2006). A grande parte do colesterol é biossintetizado
principalmente dentro das células hepaticas. Apenas uma parte do colesterol circulante €
proveniente da dieta, no entanto, a ingesta excessiva de colesterol pode induzir a produgéo
de espécies reativas de oxigénio, como consequéncia, desencadeia estresse oxidativo o
que contribui para hipercolesterolemia (Hegele, 2009; Luo et al., 2009). Os triglicerideos,
sdo formados por trés acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol através de

ligagOes ésteres, esses constituem uma das formas de armazenamento energético mais
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importante no organismo e sdo depositados nos tecidos adiposo e muscular (Sposito et
al., 2007). Os &cidos graxos, por sua vez, sdo &cidos carboxilicos classificados em
saturados, monoinsaturados e polinsaturados (Nelson & Cox., 2014).

O HDL-colesterol promove o transporte de lipideos e lisofosfolipidios até o
figado. Alem disso, metaboliza hidroperoxidos lipidicos prevenindo o acimulo de LDL-
colesterol, evitando formacéao de placas de ateromas (Soran et al., 2015). Aterosclerose é
uma doenca inflamatéria cronica de origem multifatorial que se desenvolve em resposta
a agressao endotelial nas artérias (Sposito et al., 2007). Isso ocorre em fungdo do acimulo
de lipideos e elementos fibrosos no limen de artérias e trata-se do fator mais importante
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Libby, 2002). Niveis plasméticos
elevados de LDL-colesterol s& um fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose e doenca cardiaca isquémica associada (Ramasamy, 2016).

As estatinas sdo empregadas no controle dos niveis de colesterol, além de
aumentarem os niveis de HDL-colestrol que tem efeitos protetores cardiovasculares e
reduzem a susceptibilidade de oxidac&o lipoproteica (Jain et al., 2007). As estatinas
compdem a classe de medicamentos de primeira escolha no tratamento de dislipidemia.
No entanto, estima-se que 5-10% dos pacientes desenvolvem intolerancia as estatinas em
funcdo de efeitos musculares (mialgia) ou aumento da cretina quinase (CK) (Ahmad,
2014). Outras classes de medicamentos também podem ser empregadas como fibratos,
niacina, além de inibidores da producéo de lipoproteinas, acido biliares, ezetimibe, dmega
3 e extratos de espécies vegetais (Dominic, 2013; Tiwari & Khikhar, 2014).

Nutracéuticos e alimentos funcionais podem auxiliar no tratamento da
dislipidemia. Muitos desses compostos agem por mecanismos ainda ndo completamente
esclarecidos (Scicchitano et al., 2014). S&o reportadas mais de 40 substancias utilizadas

como auxiliares no controle do perfil lipidico. Entre os principais estao: fibras, berberina,
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fitoesterodis, soja, policosanol e levedura de arroz vermelho. Esses compostos agem
aumentando os niveis de HDL-colesterol e reduzindo os niveis de colesterol total, LDL-
colesterol e triglicerideos (Mannarino et al., 2014).

Visto a importancia de novas alternativas para controle de dislipidemia e a
ampla distribuicdo de substancias naturais com potencial efeito hipocolesterolémico é
relevante a investigacédo a fim de obtencéo de substancias que auxiliem no tratamento da
dislipidemia. Muitos sdo os estudos que apontam as espécies vegetais como fontes
potenciais de substancias de interesse e como auxiliares no controle de dislipidemias.
Ademais, os macrofungos também sdo explorados como agentes para diminuicdo do

colesterol (Schneider et al., 2011).

3.2 Macrofungos: caracteristicas gerais e aplicacfes

Os macrofungos, também conhecidos como cogumelos, pertencem ao reino
Fungi. Dentre 0 mesmo, o filo Basydiomycota é o segundo maior e se destaca com
aproximadamente 31515 espécies identificadas (Blackwell, 2011). A classe dos
basidiomicetos possui expressivo potencial biotecnoldgico, principalmente para
producdo de enzimas, suplementos dietéticos, compostos ativos e na area de
biorremediacdo (Ruthesa et al., 2016). S&o descritas varias propriedades oriundas de
basidiomicetos, entre elas, antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral,
imunomoduladora, citostarica, antialérgica, hipoglicemiante, antiaterogénica, anti-
inflamatdria e hepatoprotetora (Lindequist et al., 2005).

Os cogumelos comestiveis sdo fontes importantes de nutrientes e de compostos
bioativos além de possuirem sabor peculiar. O basidioma representa a estrutura que é
conhecida como cogumelo, o micélio, por sua vez, trata-se de filamentos que produz o

basidioma sob condi¢des favoraveis (Chang, 2008). Estudos sugerem que as
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concentragdes dos constituintes quimicos diferem em relagdo as espécies de cogumelos e
entre o basidioma e o micélio (Lo et al., 2012).

Os macrofungos possuem quantidades consideraveis de proteinas, destacando-se
a presenca de aminoécidos essenciais, alta propor¢do de acidos graxos poli-insaturados,
elevado teor de potéssio e fosforo e baixa quantidade de lipideos e sodio (Kozarski et al.,
2015). Esses vém ganhando espago no ambito de alimentos funcionais, uma vez que
estudos indicam que o consumo desses pode melhorar, prevenir ou auxiliar no tratamento
de algumas doengas (Money, 2016).

Cogumelos contém expressiva quantidade de polissacarideos, como -glucanos,
0s quais apresentam propriedades hipocolesterolemiantes e anticoagulantes. O consumo
de cogumelo pode produzir efeito hipocolesterolémico por diferentes mecanismos, tais
como diminui¢do de VLDL-colesterol, melhorando o metabolismo lipidico, inibindo a
atividade de B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA) e, consequentemente,
diminuindo o risco de desenvolvimento da aterosclerose (Guillamon et al., 2010).

A diversas espécies de cogumelos é atribuido efeito hipocolesterolémico, como
por exemplo: Pleurotus ostreatus (Schneider, 2011) Auricularia auricula (Cheung,
1996), Tremella fuciforms (Cheung, 1996) e Agaricus bisporus (Fukushima et al., 2000;
Jeong et al., 2010). Este fato reforca a importancia da pesquisa com cogumelos uma vez
que esses sdo potenciais fontes de compostos bioativos que podem ser empregados como
nutracéuticos, auxiliando no controle dos niveis de lipideos. E possivel que pacientes
dislipidémicos obtenham beneficios ao introduzir suplementos ou alimentos funcionais
que interfiram no perfil lipidico. Esses ainda, sdo uma alternativa para pacientes os quais
ndo é recomendado o tratamento convencional, como os intolerantes a estatinas, por

exemplo (Mannarino et al., 2014).
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Um possivel mecanismo de acdo benéfico a partir do consumo de cogumelos é
através da lovastatina. Esse composto € um metabdlito secundario de cogumelos com
propriedade de inibicdo de forma competitiva da enzima de HMG-CoA a qual esta
envolvida na biossintese de colesterol (Chen et al., 2012). A HMG-CoA redutase é a
terceira enzima na via de biossintese do colesterol e a primeira etapa limitante de
velocidade, visto que as etapas anteriores sdo reversiveis. Essa enzima catalisa a reducao
de B-hidroxi-p-metil-glutaril-CoA em mevalonato com oxidacdo de duas moléculas de

NADPH (Mulder et al., 2015).

A quitina (N-acetilglicosamina) € um componente estrutural presente nas paredes
celulares dos fungos e por desacetilacdo parcial é produzido quitosana. A quitosana é
classificada como fibra alimentar, atua na diminuicdo da absorcdo de colesterol e é
empregada como alimento funcional por possuir atividade hipocolesterolemiante
(Nitschke et al., 2011; Zhang et al., 2008). Além disso, homopolissacarideos e
heteropolissacarideos presentes em basidiomicetes possuem atividades biologicas, tais
como antitumoral, imunomoduladora, anti-inflamatdria, antinociceptiva, antiviral,
antioxidante, hipoglicemiantes e também efeitos hepatoprotetores (Ruthesa et al., 2016).

Os cogumelos comestiveis também tém sido usados como fonte de antioxidantes.
Entre os compostos com propriedades antioxidantes presentes nos macrofungos estdo os
polifendis, polissacarideos, vitaminas, carotenoides e minerais (Kozaeski et al., 2015).
Os antioxidantes possibilitam o controle da producdo de espécies reativas de oxigénio e
0 aumento das defesas antioxidantes intracelulares (Ceriello et al., 2016). Os compostos
antioxidantes e anti-inflamatdrios presentes em cogumelos também podem contribuir

para reduzir o risco de aterosclerose (Guillamoén et al., 2010).
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3.2.1 Pycnoporus spp.

Dentre tantos basidiomicetos, destaca-se 0 género Pycnoporus sp., composto por
quatro espécies: Pycnoporus sanguineus, Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus
puniceus e Pycnoporus coccineus. Essas estdo inseridas na ordem Aphyllophorales e
pertencentes a familia Polyporaceae (Baumer, 2009).

A espécie P. sanguineus é também conhecia como orelha-de-pau (Baumer, 2009).
E comum sua distribuicio em regides tropicais e subtropicais (Lomascolo et al., 2011).
Tendo sido também isolada e identificada no Rio Grande do Sul (Rosa, 2013). E um
macrofungo de crescimento lento, responsavel pela podriddo branca de madeiras mortas.
Relata-se a sua utilizacdo na medicina popular por tribos indigenas das Américas e da
Africa para o tratamento de varias doencas (Smania et al., 2003). A atividade
antimicrobiana de P. sanguineus é conhecida desde 1946, quando foi isolado o poliporin,
um composto que age frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e ndo toxico
em animais (Rosa et al., 2003). A espécie P. sanguineus sintetiza diversos pigmentos que
apresentam a estrutura basica 3-fenoxazona. Dentre 0s pigmentos, a cinabarina mostra
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Sméaniaet al.,
1997).

O micélio de P. sanguineus cultivado em meio liquido apresenta promissora
atividade antioxidante, sendo a mesma atribuida a producdo de compostos do
metabolismo secundario que possuem capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e inibigdo da oxida¢do do P-caroteno (Borderes et al., 2011).
Exopolissacarideos produzidos em cultivo liquido por P. sanguineus apresentam
potencial atividade antioxidante com alta capacidade de varredura dos radicais livres 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e hidroxil (*OH") (Cao et al., 2015).
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Estudos reportam o emprego de P. sanguineus em diferentes areas
biotecnoldgicas, especialmente na producdo enzimas como invertase (Quiroga et al.
1995), a-amilase, B-glucosidase (Siqueira et al., 1997), exo-poligalacturonase (Quiroga
et al., 2009), lignina peroxidase (Sharma et al., 2011), celulases e xilanases (Quiroz-
Castafieda et al., 2011).

Apresenta também atividade leishmanicida que foi atribuida ao composto
ergosterol-5,8-endoperdxido obtido do extrato do basidioma de P. sanguineus (Correa et
al., 2006). A partir do extrato de proteina de P. sanguineus foi produzido nanoparticulas
de ouro a fim de degradacdo de 4-nitroanilina, um contaminante (Shi et al., 2015). Em
cultivo liquido de P. sanguineus foi produzido a enzima tirosinase com finalidade de
bioconversdo de p-tirosol em hidroxitirosol e &cido p-cumarico em acido cafeico
(Halaouli et al., 2005). A vanilina, um produto empregado na industria farmacéutica e
alimenticia, foi produzida por P. sanguineus em condicdo de fermentagdo empregando
como precursor o &cido vanilico. Ademais verificou-se correlagdo entre a producao de
vanilina e lacase (Pacheco et al., 2013).

Todavia, outros estudos reportam a producéo de enzimas por P. sanguineus com
emprego na area ambiental. Destaca-se as lacases que sdo enzimas capazes de oxidar
anéis fendlicos em radicais fenoxilicos com potencial aplicabilidade, principalmente na
area de biorremediacdo (Garcia, 2013). Em um estudo foi demonstrou a producdo de
lacase por P. sanguineus que apresenta alto poder redutor com aplicabilidade em
biocombustiveis (Fokina et al., 2015).

Outro emprego de lacase purificada advinda de cultivo submerso de P.
sanguineus é na bioconversdo da rutina em oligdbmeros com maior atividade antioxidante

e com aplicabilidade farmacéutica e cosmética (Uzan et al., 2011).
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A maioria dos estudos reportam o emprego da espécie P. sanguineus na area de
bioprocessos, alguns estudos sugerem que esse possui potencial atividade bioldgica, mas
poucas pesquisas in vivo tém sido realizadas. Nesse sentido, a busca por substancias
naturais eficazes em reduzir os niveis de colesterol e de radicais livres se faz necesséria.
Portanto, as propriedades e particularidades dos macrofungos, aliadas a seu potencial
hipolipidémico, tornam os mesmos alvos importantes de pesquisa para 0s eventos

associados a hiperlipidemia.

3.3 Pinus sp.: caracteristicas gerais e aplicacfes

Inserido na familia Pinaceae, o género Pinus sp. engloba aproximadamente 110
espécies incluidas no grupo das gimnospermas (Syring et al., 2005). As arvores do género
Pinus sp. sdo originarias do hemisfério Norte e h& mais de 60 anos foram introduzidas no
Sul do Brasil a fim de reflorestamento para a producéo de energia, de madeira, e para a
industria de papel e celulose. Atualmente, o Brasil possui uma das maiores areas
cultivadas do mundo (Pacheco et al., 2009; Bernardes, 2014).

Reporta-se a presenca de compostos ativos isolados a partir de diferentes
espécies de Pinus sp. sendo atribuido aos mesmos efeito anti-inflamatério, antioxidante,
antimicrobiano, antimutagénico e antitumoral. Os 6leos de Pinus sp. sdo amplamente
empregados como fragrancias em cosmeéticos, aditivos e aromatizantes para alimentos e
bebidas, além de servirem como intermediarios para sintese de produtos (Politeo et al.,
2011).

A atividade antimicrobiana de P. densiflora, P. thunbergii e P. rigida foi avaliada
frente a diversas espécies de micro-organismos. Os 6leos essenciais das trés espécies

apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias como Salmonella enteritidis e
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Pseudomonas aeruginosa, além de outras bactérias Gram-negativas. A atividade
reportada é atribuida ao constituinte majoritario dos o6leos, o a-humulene (Kim et al.,
2013). Em outra pesquisa, foi avaliado o potencial biolégico de 6leos essenciais das
resinas de P. brutia e P. pinea. Os compostos majoritarios encontrados nos o6leos de
ambas as espécies foram a-pineno, B-pineno e cariofileno e 0s mesmos apresentaram
atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como
atividade inseticida e antioxidante (Zeynep et al., 2014). A andlise da composicao
quimica dos 6leos essenciais de P. ponderosa, P. resinosa e P. strobus indicou que B-
pineno foi o composto majoritario em P. resinosa e P. ponderosa com teor de 42,4% e
45,7%, respectivamente. Para a espécie P. strobus destaca-se a presenga de a-pineno com
teor de 17,7%. A atividade antiflngica foi investigada frente as espécies Fusarium
culmorum, Fusarium solani e Fusarium poae, sendo que a espécie Pinus ponderosa
apresentou maior atividade antifingica a qual foi atribuida a sua composicdo quimica
(Baranowska et al., 2002).

Ao analisar as sementes de P. halepensis, P. pinea, P. pinaster e P. canariensis,
Kadri et al. (2015) demonstraram que as mesmas sdo constituidas majoritariamente de
lipideos, proteina, além de apresentarem elementos como fésforo, potassio e magnésio.
Sendo que os principais acidos graxos insaturados presentes foram o &cido linoleico e
acido oleico e o principal acido graxo saturado foi acido palmitico. Em relacdo aos
compostos volateis, destaca-se o limoneno com maior teor. Kadri et al. (2014) verificaram
que os lipideos, glicolipidios e fosfolipidios de sementes de Pinus halepensis possuem
atividade antiangiogénica, alem de ndo apresentarem efeito toxico em diferentes
linhagens de células neoplasicas.

O extrato de P. densiflora € um potencial agente protetor de danos causados por

radiacdo UVB em modelo utilizando fibroblastos de pele humana. O extrato apresenta
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atividade antioxidante e inibe a atividade de elastase in vitro e aumenta a expressdo de
pré-colageno (Jung et al., 2014).

A serragem de Pinus sp. pode ser empregada para producdo de cogumelos
constituindo uma alternativa de reaproveitamento de residuos da industria madeireira
(Croan, 2000). Um exemplo é o emprego da serragem como substrato para cultivo, em
estado sélido, de cogumelos a fim de produgdo de enzimas, como lacase e manganés
peroxidase (Camassola et al., 2013).

Grande parte dos estudos relacionam 0s compostos obtidos de Pinus sp. com
atividades bioldgicas, destacando-se a atividade antimicrobiana em funcgdo da presenca
de substancias volateis. Visto que a serragem de Pinus sp. pode ser empregada como
substrato para producdo de cogumelos, estudos adicionais referentes a sua composicéo e
atividade se fazem importantes. Sao escassos os relatos a respeito dos efeitos de Pinus sp.
in vivo, especialmente em modelos animais.

Diante das informaces, pesquisas acerca do diabetes, principalmente no aspecto
terapéutico, se fazem importantes tendo em vista os impactos em termos de qualidade de
vida dos individuos diabéticos, assim como os gastos em salde publica. A busca por
novas alternativas de tratamento do diabetes torna as fontes naturais, como espécies
vegetais e cogumelos, importantes alvos de pesquisa. Considerando que Sao escassos 0S
estudos na literatura que avaliem os efeitos das espécies P. sanguineus e Pinus sp. sobre
0 metabolismo de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, torna-se fundamental

a investigacgao no sentido de elucidacéo das atividades bioldgicas das mesmas.
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4. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico
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Resumo

A hiperglicemia e a resisténcia a insulina, observadas no diabetes mellitus ndo
controlado, desencadeiam, entre outras consequéncias, mudangas no perfil lipidico dos
individuos acometidos pela condigdo. Diferentes compostos tém sido testados para
auxiliar no tratamento das complicacdes causadas pelo diabetes mellitus, inclusive os
advindos de fontes naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
suplementacdo em dieta com serragem de Pinus sp. miceliada com Pycnoporus
sanguineus sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina. Ratos Wistar machos controles (saudaveis) e diabéticos,
induzidos por estreptozotocina, foram tratados com racgdes suplementadas com serragem
de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e serragem Pinus sp. durante quatro semanas.
Ndo foram observados efeitos benéficos da suplementacdo nos pardmetros
hematoldgicos. Nos grupos de ratos diabéticos tratados com racdo suplementada com P.
sanguineus e com racdo suplementada com Pinus sp, houve diminuicao significativa dos
niveis séricos de colesterol total em 20,64% e 15,42%, de colesterol ndo-HDL em 33,53%
e 38,43% e de triglicerideos em 69,81% e 70,03%, respectivamente. Simultaneamente,
houve aumento significativo do nivel sérico de HDL-colesterol em 12,57% no grupo de
ratos diabéticos que recebeu dieta formulada com serragem de Pinus sp. Os resultados
indicam que a serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e o meio de cultivo,
serragem de Pinus sp., se apresentam como potenciais agentes no controle da dislipidemia
associada ao diabetes.

Palavras-chave: Pycnoporus, Pinus, diabetes, dislipidemia, triglicerideos, ratos
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1. Introducgéo

O diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de disfungdes metabodlicas que
se caracteriza por problemas relacionados com a secre¢do e/ou acdo da insulina e que
resultam em hiperglicemia, podendo desencadear complicagbes no sistema
cardiovascular, neuropatia, nefropatia e retinopatia (ADA, 2014). Atualmente estima-se
que 415 milhdes de pessoas sejam acometidas pelo diabetes em todo 0 mundo e que em
2040 o numero aumente para 642 milhdes (IDF, 2016).

A hiperglicemia e, principalmente, a resisténcia a insulina sdo responsaveis por
desencadear alteracfes lipidicas no diabetes. Isso ocorre, pois, a insulina regula a
quantidade de &cidos graxos livres e esta envolvida na producédo e secrecdo de VLDL-
colesterol (Wu & Parhofer, 2014). No diabetes ndo tratado, a dislipidemia se caracteriza
por niveis elevados de triglicerideos, diminuicdo do HDL-colesterol, predominancia de
particulas menores e densas de LDL-colesterol e aumento de LDL-colesterol (Dake &
Sora, 2016).

Ha uma crescente busca por novos compostos para o tratamento de doengas como
o diabetes, especialmente os advindos de fontes naturais. Adicionalmente, sugere-se que
alimentos funcionais e nutracéuticos possam auxiliar no tratamento convencional
(Bahadoran et al., 2013). No que diz respeito as fontes naturais, ha anos os cogumelos
sdo empregados em tratamentos de doencgas por possuirem inumeras propriedades
bioldgicas e por serem uma fonte importante de compostos bioativos (Lindequist et al.,
2005). O consumo de cogumelos pode produzir efeito hipocolesterolémico por meio de
diferentes mecanismos. 1sso ocorre em funcdo da sua composicdo caracterizada por
conteudo expressivo de fibras, proteinas e de compostos bioativos como polissacarideos

e antioxidantes (Guillamon et al., 2010).
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Pertencente a familia Polyporaceae, a espécie Pycnoporus sanguineus € um
basidiomiceto com potencial emprego na area biotecnoldgica principalmente na area de
bioprocessos. E um macrofungo produtor de enzimas como as lacases e de pigmentos
como a cinabarina que possui conhecida atividade antimicrobiana (Lomascolo et al.,
2011; Smania et al., 1997).

A serragem de Pinus sp. € um residuo da indUstria madeireira e por ser um
substrato lignocelulésico pode ser reaproveitado para a produgédo de micélio e cogumelo,
inclusive P. sanguineus (Gambato et al., 2016). Inserido na familia Pinaceae o género
Pinus sp. é caracterizado por diferentes espécies que apresentam atividade antimicrobiana
(Kim et al., 2013; Zeynep et al., 2014), bem como atividade antiangiogénica (Kadri et al.,
2014) e antioxidante (Jung et al., 2014).

Sendo almejada a descoberta por novas substancias que possam atuar no
tratamento do diabetes, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do micélio de P.
sanguineus cultivado em estado solido em meio formulado com serragem de Pinus sp. e
da serragem de Pinus sp., isoladamente, sobre o metabolismo de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina.

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

Estreptozotocina (STZ, Sigma Chemical Company), Kits bioquimicos
colorimétricos (Labtest Diagndstica S.A.): ALT, AST, HDL, LDL, Colesterol total,
Albumina, Glicose e Triglicerideos. Todos os outros reagentes e solventes foram obtidos
a partir de Sigma Chemical Company. Todos 0s produtos quimicos utilizados foram de

grau CLAE.
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2.2 Coleta do macrofungo
A espécie Pycnoporus sanguineus 14G foi coletada no municipio de Séo

Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, Brasil. A autorizagéo especial de acesso e remessa
de amostra de componente do patriménio genético estd sob o processo numero
02001.007656/2012-11, no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA).

2.3 Producéo da serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus

O micélio isolado foi repicado em placas de Petri em meio de manutengdo
constituido por 2% de serragem moida, 2% de farelo de trigo moido, 0,2% de carbonato
de célcio e 2% de agar (Camassola et al., 2013). Os meios foram incubados a 24°C por 7
a 10 dias até o completo crescimento do micélio na placa. Apds, os micélios de P.
sanguineus crescidos em placa foram inoculados em sistemas de crescimento contendo
1,5 kg de meio de producao de micélio. O meio foi constituido por 94% de serragem de
Pinus sp., 5% de farelo de trigo e 1% (m/m) de carbonato de célcio. A umidade foi
ajustada para 66% e os sistemas de crescimento foram mantidos sob abrigo de luz, com
temperatura (20+2°C) e com umidade controladas (50-80%) (Gambato et al., 2016).

2.4 Preparacao das ragoes

A serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e a serragem de Pinus sp.,
foram secas em estufa a £80°C por 3 a 5 dias para desidratacdo e foram utilizados para
suplementar ragdes padronizadas para ratos. A racdo normal (comercial) foi produzida
por Nuvilab (Curitiba, Parand, Brasil). As racdes suplementadas com 20% de serragem
de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e 20% de serragem de Pinus sp. foram
preparadas pela empresa Pragsolucbes Biociéncias (Jau, SP, Brasil). As formulacdes
foram acondicionadas em temperatura ambiente (22+2°C), ao abrigo da luz e umidade

até o momento do uso.
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2.5 Composicgao centesimal do micélio, da serragem e das racoes

As racles, assim como o micélio de P. sanguineus crescido em serragem e a
serragem de Pinus sp. foram avaliadas quanto a composi¢do centesimal, sendo
determinado umidade, carboidratos, lipideos, proteinas, fibras e cinzas (AOAC, 2011;
IAL, 2008).

2.6 Determinacao dos compostos fendlicos e cafeina

Foi empregado 1 g de amostra de serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus, de serragem de Pinus sp., das ragdes comercial e suplementadas e adicionado
10 mL de agua destilada a 100°C. A suspensao foi mantida sob agitacdo durante 30
minutos. Apds, a mistura foi centrifugada a 3220xg por 10 minutos e o0 sobrenadante
filtrado em membrana 0,22 um. A analise foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) empregando coluna C-18 e fase movel constituida de &gua/acido
acético/metanol (80:5:15) e fluxo de 0,4mL/min a 30°C e leitura em 280nm. Foram
empregados os padrdes &cido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, cafeina,
acido p-cumarico e acido ferulico (Puttaraju et al., 2006).

2.7 Animais

Ratos Wistar machos com 60 dias de idade, adquiridos do Biotério Central da
UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul), foram mantidos no biotério do
laboratério de Fisiologia da Universidade de Caxias do Sul sob temperatura controlada
(23 £ 2°C) em ciclo de iluminacéo claro-escuro (12 horas), com livre acesso a comida e
agua.

2.7.1 Comissao de ética

Todo o experimento seguiu o “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” desenvolvido pelo Institute of Laboratory Animal Research (National

Academic Press: Washington, 2011) de acordo com as recomendacfes do Colégio
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Brasileiro de Experimentacdo Animal e da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica de uso de Animais da
Universidade de Caxias do Sul, sob o nimero 013/2015.

2.7.2 Inducédo do diabetes

A inducéo do diabetes foi realizada por meio de uma injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ, Sigma Chemical Company) na dose de 65mg/kg. A STZ foi
diluida em tampdo citrato de sodio (0,01 mol/L pH 4,5) e &cido citrico (0,01 mol/L pH
4,5) e injetada logo apds a diluicdo (Radenkovi¢ et al., 2016). Os animais controle
receberam o mesmo volume da solugdo tampéao (2 mL/kg). Apds 72 horas, a glicemia foi
medida com glicosimetro ACCU-CHEK e foram considerados diabéticos os ratos que
apresentava concentracao de glicose plasmatica superior a 200 mg/dL segundo Al-Malki
& El Rabey (2015).

2.8 Desenho experimental

Apb6s a inducdo do diabetes, os animais foram divididos em seis grupos
experimentais compostos por seis ratos cada. Os grupos controles (CTR-N, CTR-Pinus e
CTR-Pyc) e os grupos diabéticos (DBT-N, DBT-Pinus e DBT-Pyc) foram tratados
durante 4 semanas empregando dieta ndo suplementada (Racdo), dieta suplementada com
20% de serragem de Pinus sp. (Racao + Pinus) e dieta suplementada com 20% de micélio
de P. sanguineus (Ragdo + Pyc). O consumo de racdo e agua pelos animais bem como o
peso corpdreo foram acompanhados semanalmente.

2.8.1 Obtencao do soro

Ap0s o termino do protocolo experimental, amostras de sangue troncular foram
coletadas em seguida da decapitacdo e armazenadas em tubos contendo anticoagulante
EDTA para analise hematologica e em tubos sem anticoagulante que foram centrifugadas

por 10 minutos a 2012xg para analise bioquimica.
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2.8.2 Indice renal e hepético

Foram retirados e pesados os rins e o figado para determinacéo dos indices renais
e hepaticos que foram calculados a partir do peso do 6rgéo dividido pelo peso do animal
multiplicado por 100. Esse dado expressa o peso do 6rgdo proporcionalmente ao peso do
animal.

2.8.3 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Foram avaliados os parametros bioquimicos mediante analise das concentragdes
séricas de colesterol total, HDL-colesterol, fracdo ndo-HDL (calculada a partir da
diferenga entre o colesterol total e HDL-colesterol, correspondendo ao LDL-colesterol e
VLDL-colesterol), triglicerideos, albumina e glicose. Foram avaliadas as dosagens das
enzimas AST (aspartato aminotrasferase) e ALT (alanina aminotrasferase), indicadoras
de funcéo hepética. Esses parametros foram determinados utilizando kits enziméaticos
comerciais (Labtest Diagndstica) e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro (Anthos
Zenyth 200RT, Bichrom). Os pardmetros hematologicos foram avaliados por meio da
contagem de células sanguineas em analisador hematoldgico (SDH-3 VET, Labtest
Diagnostica).

2.9 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos das analises de composicao das racGes estdo apresentados
em médias e desvio padrdo e os resultados das analises dos parametros bioquimicos e
hematol6gicos dos grupos experimentais estdo apresentados em médias e erro padréo da
média. Os resultados foram analisados utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov e
apresentaram distribuicdo normal. Para a comparacao entre os grupos foi aplicada analise
de variancia (ANOVA) de uma via, complementada com o teste de Tukey. As diferencas
foram consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou p < 0,05. Para o

tratamento estatistico foi utilizado o software SigmaStat, verséo 3.5.
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3. Resultados

O completo crescimento do micélio de P. sanguineus cultivado em serragem de
Pinus sp. ocorreu apos 45 dias da realizagéo do indculo. Do conteldo de macronutrientes,
as fibras foram os constituintes majoritarios na serragem de Pinus sp. miceliada com P.
sanguineus. e na serragem de Pinus sp. Nas formulacgdes suplementadas, as fibras e os
carboidratos foram os compostos presentes em maior teor. O valor calérico das ragdes
suplementadas foi significativamente inferior ( p < 0,05) ao da racdo normal (comercial)
(Tabela 1).
Tabela 1. Composicao calorica e centesimal da serragem de Pinus sp. miceliada com
Pycnoporus sanguineus (micélio), da serragem de Pinus sp. (serragem), da racao
comercial ndo suplementada (Racgéo), da racdo suplementadas com 20% de serragem de

Pinus sp. miceliada com Pycnoporus sanguineus (Racdo + Pyc) e racdo suplementadas
com 20% de serragem de Pinus sp. (Racéo + Pinus)

Serragem Micélio Racéo Racdo + Pinus Racéo + Pyc
Carboidrato** 3,39+1,22° 6,13+0,75*  32,68+1,52° 33,12+0,89° 28,74+1,58°
(%)
Umidade (%0) 4,930,652 5,78+0,13*  10,27+0,60° 4,88+0,23? 4,93+0,052
Cinzas (%) 1,18+0,50° 2,19+0,32° 9,10+0,30? 5,19+0,25° 5,24+0,24°
Fibra alimentar ~ 84,04+0,52° 78,48+£1,81%  17,24+4,15° 31,93+1,24° 33,65+0,06°
(%)
Proteina (%) 1,18+0,05° 1,73+£0,05°  18,18+0,06% 15,55+0,26° 16,20+0,69°
Lipideo (%) 5,28+1,67° 5,69+1,18%  12,53+1,18° 9,33+0,70% 11,24+1,81%
VL (kcal) 65,80+1,572 82,77+1,23" 315,81+0,98Y  278,65+1,67°  280,92+0,86°

Fator de conversdo do nitrogénio em proteina: 4,38 ** Carboidrato = 100-(% umidade + % proteina + % de lipideo + % cinzas +
fibra) VL valor calérico: Energia (kcal) = 4 x (g proteina + g carboidrato) + 9 x g gordura; Letras diferentes sobrescritas indicam
diferenga estatistica significativa na mesma linha (p < 0,05).

Foi evidenciada a presenca de diferentes compostos fendlicos em todas as
amostras. Destaca-se que no meio onde ocorreu desenvolvimento do micélio houve
incremento nas concentracdes de acido clorogénico, acido cafeico e &cido p-cumario em
relacdo ao meio sem desenvolvimento micelial (serragem). O acido galico foi o composto

fendlico detectado em maior teor nas duas formulagdes suplementadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Compostos fendlicos e cafeina presentes na serragem de Pinus sp. miceliada
com Pycnoporus sanguineus, na serragem de Pinus sp., na racdo ndo suplementada
(Ragéo), na racdo suplementada com 20% de serragem de Pinus sp. miceliada com
Pycnoporus sanguineus (Racdo + Pyc) e na racdo suplementada com 20% de serragem
de Pinus sp. (Ragdo + Pinus)

Serragem Micélio Racéo Racdo + Pinus  Racéo + Pyc
Acido gélico 0,210+0,0004¢  0,192+0,0009¢  0,234+0,001% 0,377+0,0022  0,347+0,008°
Catequina 0,158+0,0012°  0,183+0,013" 0,241+0,0162 0,178+0,011°  0,234+0,0122
Acido Clorogénico 0,175+0,00002¢  0,251+0,006? 0,213+0,002° 0,220+0,001°  0,222+0,001°
Acido Cafeico 0,014+0,0025°  0,083+0,008% 0,069+0,0042 0,025+0,003*  0,022+0,008"
Acido p-cumario 0,083+0,0003  0,127+0,009°  0,081+0,0004>  0,083+0,0006° 0,089+0,0007°
Acido Ferulico 0,118+0,00? nd* 0,119+0,0002*  0,118+0,0004* 0,118+0,0002*
Cafeina 0,050+0,0007%  0,047+0,00002° 0,048+0,00005%* 0,049+0,0001%** 0,048+0,0009%

Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca estatistica significativa na mesma linha (p < 0,05); nd: ndo detectado

O consumo de racao e dgua pelos animais foi significativamente superior (p < 0,050)
nos grupos diabéticos DBT-N, DBT-Pinus e DBT-Pyc em comparagdo aos grupos
controles CTR-N, CTR-Pinus e CTR-Pyc. No entanto, a variacdo de peso corpdreo nos
grupos diabéticos DBT-N, DBT-Pinus e DBT-Pyc foi significativamente inferior (p <
0,050) aos dos grupos controle CTR-N, CTR-Pinus e CTR-Pyc. Os valores de indice
hepatico e renal foram significativamente superiores (p < 0,050) nos grupos diabéticos
DBT-N, DBT-Pinus e DBT-Pyc em comparagdo aos grupos controles CTR-N, CTR-

Pinus e CTR-Pyc, sendo que ndo houve interferéncia do tratamento (Tabela 3).

Tabela 3. Consumo de liquido e racdo, variacdo de peso, indice renal e indice hepatico
nos diferentes grupos

CRT-N CRT-Pinus  CRT-Pyc DBT-N DBT-Pinus DBT-Pyc
CL(mL) 42,83+140° 44,79+133% 47,71+141° 14306+10,74° 127,79+334>  142,15+7,24%
CR(g)  24,17+0,81* 30,81+151° 28,69+1,22%  38,65+154°  37,17+0,79°  40,94+1,13°
AP(g)  111,50+569° 106,67+2,10° 110,50+7,09° -33,33+12,56° -6517+11,11°  -53,33+9,72°
I H % 3,51+0,07%  3,18+0,07°  3,35+0,08°  4,06+0,11° 3,84:+0,06° 3,81+0,03"
IR % 0,57#0,01*  058+0,01*  0,62+0,01°  1,15+0,06° 1,02:+0,04° 1,17+0,05

CL (mL): Consumo de liquido; CR (g): Consumo de ragdo; AP (g): Variacio de peso; IH: Indice Hepatico; IR: Indice
Renal. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca
estatistica significativa na mesma linha (p < 0,05)
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Em relacdo aos pardmetros hematologicos, houve diminuicéo significativa (p <
0,050) dos leucdcitos e eritrocitos, nos grupos DBT-Pinus e DBT-Pyc em rela¢do ao
DBT-N, indicando que o tratamento pode ter diminuido a contagem dessas celulas
sanguineas. Para os resultados da analise de plaquetas e hematdcrito néo foi evidenciada

interferéncia benéfica do tratamento (Tabela 4).

Tabela 4. Dosagem dos parametros hematoldgicos nos diferentes grupos

CRT-N CRT-Pinus CRT-Pyc DBT-N DBT-Pinus  DBT-Pyc
Leucicitos  7,94%0,38°  10,27+1,11° 6,720,547 6,67+0,66° 5,0620,52° 4,95+0,51°
(10°/L)
Eritrécitos ~ 9,21+0,04*  8,99+0,07° 8,7420,17¢ 8,81+0,12  8,50+0,07¢ 8,4020,07¢
(10%/L)
Plaquetas  770,17+37,99° 667,17+41,72% 626,67+20,31% 562,17+36,70" 471,33+3549° 506,17+35,49
(10°/L)

Hematdcrito  45,68+0,37% 44,81+0,76° 43,62+0,40¢ 47,09+0,46% 45,86+0,61° 44,37+0,48%
(%)

Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca estatistica significativa na mesma linha (p < 0,05)

A suplementacdo resultou no aumento glicémico significativo (p < 0,050) nos
grupos DBT-Pinus e DBT-Pyc em relagdo ao grupo DBT-N. A dosagem de albumina foi
significativamente menor (P<0,050) nos grupos DBT-N, DBT-Pinus e DBT-Pyc em
comparacgéo aos respectivos controles CTR-N, CTR-Pinus e CTR-Pyc. Para os resultados
das dosagens das enzimas transaminases (ALT e AST) néo foi evidenciada interferéncia

do tratamento (Tabela 4 e 5).

Tabela 5 Dosagem sérica de Aspartato Amino Transferase, Alanina Amino Transferase,
Albumina e Glicose

CRT-N CRT-Pinus CRT-Pyc DBT-N DBT-Pinus DBT-Pyc
AST (U/L) 134,07£8,50* 142,44+10,58° 124,69+4,77%  110+8,42% 101,63+6,10° 103,45+6,39°
ALT (U/L) 45,46+3,28®  45,61+3,35®  40,81+2,62*  31,28+3,76° 49,39+3,81° 49,68+4,87°
Albumina (g/dL) 2,73+0,09° 2,57+0,17% 2,68+0,03% 2,45+0,05% 2,40+0,06% 2,25+0,03¢

Glicose (mg/dL) 119,65+6,55*  108,55+6,15*  123,93+3,51% 634,89+21,86° 710,97+16,85° 694,65+16,51°

AST: Aspartato Amino Trasferase ALT: Alanina Amino Transferase Letras diferentes sobrescritas indicam diferenga
estatistica significativa na mesma linha (p < 0,05)
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Os niveis séricos de colesterol total nos grupos DBT-Pinus (94,07+3,89 mg/dL) e
DBT-Pyc (88,27+5,25 mg/dL) diminuiram significativamente (p < 0,050) apds o
tratamento, comparado ao grupo DBT-N (111,23+7,96 mg/dL), bem como 0s niveis
séricos de colesterol ndo-HDL nos grupos diabéticos tratados DBT-Pinus
(37,59+7,95mg/dL) e DBT-Pyc (40,58+7,95mg/dL) que diminuiram significativamente
(p < 0,050) comparado ao grupo DBT-N (61,06+15,98mg/dL). Sendo que n&o houve
diminuicdo do nivel sérico de HDL-colesterol que, por sua vez, aumentou
significativamente (p < 0,050) no grupo DBT-Pinus (56,48+1,86 mg/dL) em relacdo a

DBT-N (50,17+4,83mg/dL) (Figura 1).
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Figura 1. Valores da dosagem
plasmatica de colesterol total (A),
colesterol ndo-HDL (B) e colesterol
HDL (C) nos diferentes grupos. Os
valores representam a media + EPM

(Erro Padrdo da Média). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p < 0,05)

HDL-c mg/dL
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Os grupos diabéticos tratados apresentaram significativa reducdo (p < 0,050) nos
valores de triglicerideos DBT-Pinus (126,91+45,91 mg/dL) e DBT-Pyc (127,82+34,38
mg/dL) a ponto de ficarem estatisticamente iguais aos grupos controles CTR-Pinus
(104,91+9,80 mg/dL) e CTR-Pyc (113,92+9,63 mg/dL) em compara¢do com 0 grupo

DBT-N (423,52+£79,21 mg/dL) (Figura 2).

600+

400+

200+

Triglicerideos mg/dL

Figura 2 Valores da dosagem plasmatica de triglicerideos nos diferentes grupos. Os

valores representam a média £ EPM (Erro Padrdo da Média). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre os grupos (P < 0,05)

4. Discussao

A dislipidemia associada ao diabetes é um dos principais fatores de riscos para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares em pacientes diabéticos (Wu & Parhofer,
2014). As estatinas compdem o principal tratamento farmacoldgico de dislipidemia que,
embora seja seguro, desencadeia intolerancia em uma parcela dos individuos tratados
(Ahmad, 2014). Os fibratos sdo empregados para o tratamento da hipertrigliceridemia e
frequentemente sdo associados as estatinas, muito embora essa combinagdo aumente o
risco de efeitos adversos, especialmente miopatia e rabdomiolise (Wu & Parhofer, 2014).

H& uma crescente busca por alternativas ndo farmacologicas para o tratamento de doencas
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e estudos indicam que produtos de fontes naturais podem auxiliar no tratamento da
dislipidemia e ainda prevenir o desencadeamento de doengas cardiovasculares (Cicero &
Colletti 2016). Alguns cogumelos tém sido descritos como fontes de compostos
hipolipemiantes (Guillamon et al., 2010) e a producdo dos mesmos pode ser realizada
empregando residuos lignocelulésicos como a serragem de Pinus sp. Comparada a outras
fontes de carbono, a serragem de Pinus sp. foi reportada como um dos melhores substratos
para a producdo de P. sanguineus nos aspectos de rendimento, eficiéncia bioldgica e
produtividade (Gambato et al., 2016). A serragem de Pinus sp. € um residuo da industria
madeireira e 0 aproveitamento da mesma se faz importante para reduzir impactos
ambientais. Embora o teor de proteinas presente na serragem de Pinus sp. miceliada com
P. sanguineus produzido para este estudo seja reduzido, o conteudo de fibras é superior
ao presente em outros basidiomas como Agaricus bisporus (Jeong et al., 2010), Pleurotus
ostreatus e Pleurotus sajor-caju (Bonatti et al., 2004). No diabetes, o consumo de fibras
contribui de forma benéfica, uma vez que aumenta a sensibilidade a insulina, contribui
com o controle do peso corporal e hiperlipidemia (Li & Uppal 2010). Os cogumelos
comestiveis estdo disponiveis sob a forma de basidioma. No entanto, é possivel a
obtencdo de compostos de interesse também no micélio o qual diminui o tempo e custo
de producdo. Entretanto, ressalta-se que as concentragdes dos constituintes quimicos
diferem entre as espécies de cogumelos e entre o basidioma e o micélio (Lo et al., 2012).
Além disso, o substrato de crescimento interfere na composi¢do quimica do cogumelo
(Gambato et al., 2016).

Os compostos fenolicos detectados em maior teor na serragem miceliada e na
serragem apresentaram diferentes teores nas respectivas ragdes suplementadas. 1sso pode
ter ocorrido devido ao fato de outros componentes da racéo influenciarem no resultado

de compostos fenolicos. O acido galico, presente em maior teor nas ragdes suplementadas,
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pode ter contribuido para o efeito hipolipidémico observado nos grupos diabéticos
tratados. No estudo de Punithavathi et al (2011), foi atribuido ao &cido galico atividades
anti-hiperglicemia, antiperoxidacgdo lipidica, antioxidante e antilipidemica em ratos
diabéticos. Adicionalmente, os polifendis contribuem para a prevencdo do estresse
oxidativo e consequentes complicacdes do diabetes (Bahadoran et al., 2013).

A diminuigdo significativa dos leucocitos e eritrocitos evidenciada nos grupos
diabéticos que receberam tratamento pode ser atribuida a condicdo diabética e alguma
interferéncia do tratamento. Entretanto, os resultados da contagem dessas células estdo
dentro dos valores de referéncia normais para a espécie estudada (Lapchik et al.,2009;
Lindstrom et al., 2015).

Né&o foi evidenciada atividade anti-hiperglicémica com o tratamento nos grupos
DBT-Pinus e DBT-Pyc. O aumento da glicemia nesses grupos, em relagdo ao DBT-N,
pode ser atribuido a maior disponibilidade de substrato gliconeogénico, como o glicerol,
advindo da oxidacdo de triglicerideos, que possivelmente foi maior nesses grupos. A
outras espécies de macrofungos é atribuida atividade antidiabética. O extrato aquoso da
espécie Pleurotus sajor-caju apresenta atividade anti-hiperglicémica a qual foi atribuida
possivelmente aos B-glucanos (Ng et al., 2015), enquanto que para a espécie Ganoderma
lucidum, a atividade hipoglicemiante foi atribuida aos polissacarideos, triterpendides,
proteoglicanos e proteinas (Ma et al., 2015) e tanto o basidioma como o micélio cultivado
em estado liquido de Catathelasma ventricosum produzem polissacarideos com atividade
antidiabética (Liu et al., 2013).

O tratamento com P. sanguineus e Pinus sp. ndo alterou os niveis de transaminases
(ALT e AST) indicando que possivelmente a suplementac@o ndo causou danos hepaticos,
diferente do tratamento com estatinas que pode desencadear elevacéo nos niveis de ALT

e AST (Mckenney et al., 2006). Mesmo assim, o0s resultados de IH e IR indicam que a
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suplementacdo ndo ofereceu protecdo hepatica e renal sendo que a hipertrofia desses
Orgdos pode ser atribuida a condicao hiperglicémica.

Observou-se que a suplementagdo causou interferéncia no metabolismo de lipideos
nos ratos diabéticos, apresentando significativo efeito hipolipidémico no parametro dos
triglicerideos diminuindo em 69,81% no grupo DBT-Pyc e 70,03% no grupo DBT-Pinus
em relacdo ao grupo DBT-N. A diminuicdo observada neste estudo é superior a relatada
no estudo Jeong et al (2010) em que os niveis de triglicerideos foram diminuidos em
39,1% ap0s o tratamento de ratos diabéticos com Agaricus bisporus. E superior também
a diminuicdo alcangada por tratamentos convencionais, como os fibratos que diminuem

os niveis de triglicerideos de 20 a 40% (Szapary & Rader, 2001).

Da mesma forma, houve diminuicdo do colesterol ndo-HDL nos grupos DBT-Pyc
e DBT-Pinus em 33,53% e 38,43% e do colesterol total em 20,64% e 15,42%,
respectivamente, em relacdo ao grupo DBT-N. Simultaneamente, houve aumento
significativo dos niveis séricos de HDL-colesterol em 12,57% no grupo de ratos
diabéticos que recebeu dieta formulada com serragem de Pinus sp. Estudos atribuem
atividade hipolipidémica as fibras presentes no basidioma dos macrofungos Agaricus
bisporus (Fukushima et al., 2000), Auricularia auricula (Cheung, 1996; Chen et al., 2011)
e Tremella fuciformis (Cheung, 1996). Outros estudos reportam atividade
hipocolesterolémica da espécie Pleurotus ostreatus em funcdo da sua capacidade
antioxidante (Hossain et al., 2003) bem como devido a presenca de compostos como 0
acido linoleico e o ergosterol (Schneider, 2011). Ainda, a atividade hipolipidémica,
atribuida a capacidade antioxidante, é descrita para a espécie P. pinaster, o qual a partir
do extrato composto por procianidinas, catequina, taxifolina e outros acidos fendlicos, €
empregado no tratamento de desordens como obesidade, dislipidemia e diabetes (Gulati,

2015). Um dos possiveis mecanismos para a reducdo dos triglicerideos € através da
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ativacdo de receptores nucleares de expressdao génica de peroxissomas (PPAR-a -
Peroxisome proliferator-activated receptor) o qual é também o mecanismo atribuido aos
fibratos (Wu & Parhofer, 2014). PPAR-a ¢ um fator de transcrigdo nuclear que regula a
expressao de genes envolvidos no metabolismo de lipideos. Esse mecanismo é sugerido
em estudos em que o aumento desses receptores é decorrente de agonistas como
polissacarideos presentes em Pleurotus tuber-regium (Huang et al., 2014), de
constituintes do extrato metanolico de Cantharellus cibarius (Hong et al., 2012), bem

como da composi¢do quimica do extrato de P. pinaster (Bang & Choung, 2014).

A diminuicao significativa do colesterol total e do colesterol ndo-HDL relacionada
com os altos teores de fibras encontrados em ambas as formulacbes estudadas pode ser
explicada pelo mecanismo relacionados aos acidos biliares. As fibras sdo responsaveis
por diminuir a reabsorc¢do dos acidos biliares da circulacdo entero-hepatica o que aumenta
a excrecéo fecal dos mesmos. Isso contribui para o aumento da conversédo de colesterol
hepatico em acidos biliares com consequente diminuicdo do colesterol sanguineo

(Cheung, 1996; Jeong et al., 2010; Guillamon et al., 2010).

Embora mais estudos sejam necessarios, a partir dos dados verifica-se que a
serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus apresenta propriedade hipolipemiante
podendo ser atribuida a composi¢do quimica. Visto que o substrato pode interferir na
composicao quimica do micélio, o0 mesmo também deve ser investigado em relacdo a sua
atividade. Os mecanismos pelos quais o efeito hipolididémico das formulacdes
suplementadas ocorreram ndo foram completamente esclarecidos. Neste estudo, além da
serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus, surpreendentemente, o proprio meio
de cultivo, a serragem de Pinus sp. também se apresenta como um novo e potencial agente
para tratamento de dislipidemia associada ao diabetes. Este trabalho torna-se relevante

por apontar a potencial atividade no controle lipidico in vivo de um residuo industrial, o
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que contribui para o reaproveitamento e diminui¢do dos impactos ambientais e, também,
de uma espécie de fungo até entdo pouco investigada.

5. Concluséo

Este estudo demonstrou que a serragem miceliada com P. sanguineus e a serragem
de Pinus sp. diminuiram significativamente os niveis séricos de triglicerideos, colesterol
total e do colesterol ndo-HDL. Simultaneamente, a serragem de Pinus sp. promoveu
também o aumento significativo dos niveis séricos do HDL-colesterol em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina. Os resultados obtidos sdo relevantes e podem contribuir
para o desenvolvimento de novos tratamentos que auxiliem no controle de dislipidemia
associada ao diabetes. Todavia, ressalta-se a importancia de novas pesquisas a fim de
verificar 0 exato mecanismo e o0s possiveis compostos envolvidos no efeito
hipolipidémico.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no estudo foi possivel concluir que:
- foi possivel produzir micelio de P. sanguineus em cultivo em estado sélido

utilizando serragem de Pinus sp. como substrato;

- as fibras foram os macronutrientes em maior teor na serragem miceliada com P.
sanguineus e na serragem de Pinus sp.;

- as fibras e os carboidratos foram 0s macronutrientes em maior teor nas ragoes
suplementadas;

- 0 é&cido gélico foi o composto fendlico detectado em maior teor nas ragdes
suplementadas;

- 0 tratamento com as formulagfes suplementadas com serragem de Pinus sp.
miceliada com P. sanguineus e serragem de Pinus sp. resultou em algumas alteragdes nos
pardmetros hematolégicos;

- 0 tratamento com as formulagGes suplementadas com serragem de Pinus sp.
miceliada com P. sanguineus e serragem de Pinus sp. promoveram reducdo nos niveis
séricos de triglicerideos, colesterol total e colesterol ndo-HDL nos grupos de ratos
diabéticos;

- 0 tratamento com a formulacdo suplementada com serragem de Pinus sp.
proporcionou aumento de HDL-colesterol no grupo de ratos diabéticos;

- ndo foi evidenciada hepatotoxidade em funcdo da suplementacdo com serragem de

Pinus sp. miceliada com P. sanguineus nem da serragem de Pinus sp.
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9. PERSPECTIVAS

A conclusdo deste trabalho indica que outros estudos podem ser desenvolvidos a
fim de aprimorar o entendimento acerca das propriedades bioldgicas da serragem
miceliada com P. sanguineus e da serragem de Pinus sp. Sendo assim, as perspectivas
séo:

- determinar os compostos majoritarios da serragem de Pinus sp. miceliada com
P. sanguineus e da serragem de Pinus sp.;

- avaliar os mecanismos pelos quais ocorrem os efeitos bioldgicos do micélio de
P. sanguineus e da serragem de Pinus sp.;

- determinar o conteudo de aminodcidos, vitaminas e minerais do micélio, da
serragem e das ragoes;

- comparar os efeitos bioldgicos do micélio e do basidioma do macrofungo P.
sanguineus;

- pesquisar a presenca de polissacarideos e determinar o teor de cinabarina e
ergosterol na serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus;

- formular racGes com diferentes concentracdes de serragem de Pinus sp.
miceliada com P. sanguineus e de serragem Pinus sp. e avaliar o efeito hipolipemiante;

- realizar ensaio de expressdao de PPAR (Peroxisome proliferator-activated
receptor) em células hepaticas dos ratos tratados;

- avaliar se a serragem de Pinus sp. miceliada com P. sanguineus e a serragem de
Pinus sp. exercem efeito antioxidante no sangue e nos tecidos dos ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina;

- investigar outras propriedades bioldgicas da serragem de Pinus sp. miceliada

com P. sanguineus e da serragem Pinus sp., como por exemplo, atividade antimicrobiana,

antifangica, antiviral, anti-inflamatéria e antitumoral.
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