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RESUMO

O estresse oxidativo se caracteriza por ser um desbalango entre moléculas
oxidantes e antioxidantes, estando associado a diversas doencgas
cardiovasculares. Ha relatos na literatura que moléculas antioxidantes podem
interferir na reatividade vascular, visto que regulam enzimas importantes a esses
mecanismos. Tendo em vista que antioxidantes exdgenos utilizados como pré-
tratamento podem proteger o sistema cardiovascular dos danos oxidativos, o
extrato de Pleurotus albidus surge como uma alternativa terapéutica. Esse
cogumelo é nativo da América Latina e possui poucos relatos na literatura sobre
suas propriedades, porém, sabe-se do seu potencial antioxidante in vitro. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial cardioprotetor e vasoprotetor do
extrato de Pleurotus albidus. Foram utilizados ratos Wistar machos pesando cerca
de 250g, onde apds suas decapitagdes, os coragdes foram retirados para
utilizacdo em analises bioquimicas e as artérias aortas foram retiradas para
utilizagdo em analises de reatividade vascular e analises bioquimicas. Tanto as
aortas quanto os coragdes foram expostos ao extrato de P. albidus em diferentes
concentragcbes durante 30 minutos e posteriormente expostos ao modelo de
geracgao de radicais livres por 30 minutos. Nas analises bioquimicas no coragéao,
foram avaliados o potencial protetor do extrato quanto a lipoperoxidagcao pelo
método de TBARS, além da atividade das enzimas superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase. Nas analises de reatividade vascular, foram
avaliadas a influéncia do extrato na reatividade vascular (vasoconstricdo e
vasodilatacdo) quando aortas eram pré-incubadas com o mesmo na concentragao
de 1,5 mg/ml; também avaliou-se o potencial vasodilatador do extrato na curva de
relaxamento em diferentes concentragdes e avaliamos o mecanismo de
relaxamento do extrato através da utilizacdo de L-NAME, um inibidor ndo-seletivo
da enzima o6xido nitrico sintase. Nas analises bioquimicas em aortas, foram
avaliados o potencial protetor do extrato quanto a lipoperoxidagao pelo método de
TBARS, além dos niveis de sulfidrilas, dos niveis de espécies reativas de oxigénio

totais e a atividade das enzimas NADPH oxidase e o6xido nitrico sintase.



Quantificou-se também a ergotioneina, uma molécula antioxidante presente em
cogumelos, no extrato através de HPLC. Os resultados desse trabalho mostraram
que o extrato de Pleurotus albidus provoca relaxamento das artérias aortas
toracicas de ratos, com possivel envolvimento do 6xido nitrico. Além disso, o
extrato foi capaz de reduzir os niveis de lipoperoxidagdao, aumentar a atividade das
enzimas catalase e glutationa peroxidase no tecido cardiaco; na aorta, foi capaz
de reduzir a atividade da enzima NADPH oxidase e aumentar os niveis de
sulfidrilas e a atividade da enzima 6xido nitrico sintase. Também foi possivel
constatar a presencga de ergotioneina no extrato, que pode ser uma das moléculas

envolvidas nas a¢des do extrato.

Como conclusao, esses achados podem estar relacionados aos efeitos
antioxidantes do extrato, mitigando os danos do estresse oxidativo e podem
representar uma futura alternativa terapéutica as doencas cardiovasculares.
Entretanto, mais estudos s&o necessarios afim de verificar os mecanismos de
acao do extrato, além de seus efeitos em diferentes modelos de doencas

cardiovasculares.

Palavras-chave: antioxidante, estresse oxidativo, Pleurotus, reatividade vascular



ABSTRACT

Oxidative stress is characterized by being an imbalance between oxidizing
and antioxidant molecules, being associated with several cardiovascular diseases.
It is also known that antioxidant molecules can interfere with vascular reactivity, as
they regulate enzymes important to these mechanisms. Since exogenous
antioxidants used as pretreatment may protect the cardiovascular system from
oxidative damage, Pleurotus albidus extract is a therapeutic alternative. This
mushroom is native to Latin America and has few reports in the literature about its
properties, but its antioxidant potential is known in vitro. Thus, the aim of this study
was to evaluate the cardioprotective and vasoprotective potential of Pleurotus
albidus extract. Male Wistar rats weighing 250g were used, where after
decapitation, the hearts were removed for use in biochemical analysis and the
aortic arteries were removed for use in vascular reactivity and biochemical
analyzes. Both aortas and hearts that would be used for biochemical analysis were
exposed to P. albidus extract at different concentrations for 30 minutes and then
exposed to the free radical generation model for 30 minutes. In the biochemical
analysis of the heart, were evaluated the protective potential of the extract for
lipoperoxidation by the TBARS method, as well as the activity of the enzymes
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. In the analysis of
vascular reactivity, were evaluated the influence of the extract on vascular
reactivity (vasoconstriction and vasodilation) when aortas were preincubated with
1.5 mg / ml; also were evaluated the vasodilatory potential of the extract on the
relaxation curve at different concentrations and the relaxation mechanism of the
extract by using L-NAME, a non-selective nitric oxide synthase inhibitor. In the
biochemical analyzes in aortas, were evaluated the protective potential of the
extract for lipid peroxidation by the TBARS method, in addition to sulfhydryl levels,
total reactive oxygen species levels and the activity of NADPH oxidase and nitric
oxide synthase enzymes. We also quantified ergothioneine, an antioxidant
molecule present in mushrooms, in the extract by HPLC. In addition, the extract

was able to reduce lipoperoxidation levels, increase the activity of enzymes



catalase and glutathione peroxidase in cardiac tissue; In the aorta, it was able to
reduce NADPH oxidase activity and increase sulfhydryl levels and nitric oxide
synthase activity. It was also possible to verify the presence of ergothioneine in the

extract, which may be one of the molecules involved in the actions of the extract.

In conclusion, these findings may be related to the antioxidant effects of the
extract, mitigating the damage of oxidative stress and may represent a future
therapeutic alternative to cardiovascular disease. However, further studies are
needed to verify the mechanisms of action of the extract, as well as its effects on
different models of cardiovascular disease.

Keywords: antioxidant, oxidative stress, Pleurotus, vascular reactivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Regulagao do ténus vascular e doengas cardiovasculares (DCV)

As DCV atingem grande parte da populagdo mundial, com altos indices de
mortalidade. Em 2009, os custos relacionados a essas doengas chegaram a 106
bilhdes de euros na Unido Europeia, equivalendo a 9% dos gastos totais com
cuidados em saude. Esses custos excessivos ressaltam a necessidade de
pesquisas na area cardiovascular (PIEPOLI et al., 2016). Nos Estados Unidos,
aproximadamente 800 mil pessoas sdo acometidas por um infarto agudo do
miocardio anualmente, sendo que 27% dessas acabam falecendo (BOATENG;
SANBORN, 2013). No Brasil, ha registro de cerca de 100 mil 6bitos anuais devido
a infartos agudos do miocardio (DATASUS, 2018). A hipertensao arterial sistémica
€ um dos fatores de risco mais relevantes para doencas cardiovasculares e afeta
cerca de 25% da populagdo adulta do mundo (IKEWUCHI, 2014).
Aproximadamente 45% das mortes por doengas cardiacas e 51% das mortes por
acidente vascular cerebral em todo o mundo estdo relacionadas a hipertensao
arterial sistémica (KJELDSEN et al., 2014).

O desequilibrio do ténus vascular € um dos fatores relevantes no
desenvolvimento da hipertenséo arterial, sendo que a manutencao do equilibrio
desse tonus € fundamental para prevencdo de diversas doengas e para a
manutencado das funcdes do vaso. As artérias de resisténcia sdo formadas por
camadas denominadas: intima, constituida basicamente de células endoteliais;
média, composta por células musculares lisas e de tecido conjuntivo fibroelastico;
adventicia, formada por tecido conjuntivo (PUGSLEY; TABRIZCHI, 2000). Além
das questbes estruturais, as células endoteliais desempenham um papel
fundamental para a manutengdo da homeostasia da parede vascular. O endotélio
possui propriedades importantes, como elaboragdo de moléculas anticoagulantes
e pré-coagulantes, regulacédo da inflamacéao, regulagédo do ténus do musculo liso

vascular através da liberacédo de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras e
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modulagao do fluxo sanguineo (POBER; COTRAN, 1990). A disfung¢ao endotelial &
um fator importante no desenvolvimento de doencgas cardiovasculares como a
hipertensdo arterial e o infarto agudo do miocardio (VANHOUTTE, 1989;
OLIVEIRA; LUZ; RAMIRES, 1998; DA SILVA, 2000; MELO et al., 2004). Essa
disfuncdo caracteriza-se pela incapacidade do endotélio em promover o
relaxamento vascular, devido a um desbalanco na produgao ou disponibilidade de
substancias vasodilatadoras, dentre elas o 6xido nitrico (PUGSLEY; TABRIZCHI,
2000; VASCONCELOS et al., 2007).

O 6xido nitrico (NO) € um gas que possui agao inibitéria sobre a agregacéao e
adesao de plaquetas a superficie vascular, além de ser a principal substancia
vasodilatadora derivada do endotélio (HELLER et al., 1999). Sob condigbes
fisiolégicas, o Oxido nitrico € produzido através da estimulagdo por diversos
fatores, como as forgas de cisalhamento produzidas pelo fluxo sanguineo no vaso.
Uma vez liberado, se difunde rapidamente para o musculo liso vascular, ativando
a guanilato ciclase soluvel que converte guanidil trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) (CARVAJAL et al., 2000), que por meio da proteina

quinase dependente de GMPc, dispara fosforilagbes que reduzem o conteudo e a
sensibilidade ao Ca®* intracelular, promovendo relaxamento (LINCOLN et al.,

2001). Nos mamiferos, o oOxido nitrico pode ser gerado por trés isoformas
diferentes da enzima NO sintase: a oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), a 6xido
nitrico sintase indutivel (iNOS) e a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). A nNOS
estd mais associada a processos como a plasticidade sinaptica e a regulagao
central da presséo sanguinea. A iNOS por sua vez, esta ligada a processos como
a mediacao da inflamacao, a resposta imune nao-especifica e o choque séptico.
Ja o NO endotelial derivado da eNOS é um vasodilatador fisioldgico e € importante
na manutencido das propriedades do vaso e na prevenciao de doengas como
hipertensdo (FORSTERMANN; SESSA, 2011).

Ja é bem conhecido o efeito vasodilatador e hipotensivo que a acetilcolina
exerce sobre 0s vasos sanguineos por meio da liberagdo de NO pelo endotélio
vascular (BROADLEY; BROADLEY, 2019). A acetilcolina causa uma resposta
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vasodilatadora em aortas pré-contraidas com noradrenalina com endotélio integro,
porém esse efeito € convertido em resposta vasoconstritora pela remogéo do
endotélio, como foi demonstrado por Furchgott e Zawadski (1980). A prova de que
a resposta vasodilatadora da acetilcolina se deve a liberacdo de NO foi
demonstrada pela inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase com a utilizacdo de L-
NAME, propiciando uma inibicdo completa da resposta vasodilatadora na aorta de
ratos (MARTIN; BOLOFO; GILES, 1992). Ja na resposta a fenilefrina, a inibicao da
eNOS por L-NAME, potenciou a resposta vasoconstritora em aortas de ratos
(TOPOUZIS; SCHOTT; STOCLET, 1991). O papel do NO no endotélio vascular
parece diferir entre diferentes vasos sanguineos, o que mostra que cada tipo de
vaso pode reagir diferente as drogas como acetilcolina, fenilefrina e L-NAME
(TABERNERO; GIRALDO; VILA, 1996).

Entre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da hipertensao
arterial sistémica, ha mudangas no estilo de vida, diferencas raciais, desnutricéo e
dietas desequilibradas (YAHAYA; RAHMAN; ABDULLAH, 2014). O tratamento
anti-hipertensivo medicamentoso consiste basicamente na utilizagdo dos
inibidores da enzima conversora de angiotensina, dos bloqueadores dos
receptores de angiotensina, dos bloqueadores de canais de calcio e dos diuréticos
(KJELDSEN et al., 2014). Ja o tratamento ndo-medicamentoso visa a diminuigéo
da morbidade e a mortalidade por modificagées em habitos de vida que favoregcam
a reducgao da pressao arterial. Dentre as terapias ndo-medicamentosas, destacam-
se o exercicio fisico e dieta, que séo fatores importantes no controle da pressao
arterial. Esses fatores tém como principais beneficios: o baixo custo, o risco
minimo e o aumento da eficacia do tratamento medicamentoso (LOPES;
BARRETO-FILHO; RICCIO, 2003). Foi demonstrado que a alta ingestao de sal
esta relacionada ao aumento do risco de desenvolver hipertensdo arterial
sistémica, por isso ressalta-se a importancia da dieta no controle de doencas
cardiovasculares (MENETON et al., 2005).

Neste contexto podemos destacar os cogumelos comestiveis que, pela baixa
quantidade de sodio, surgem como excelentes opgdes alimentares para pessoas

com pressao arterial elevada. Além do mais, os cogumelos apresentam uma rica
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composi¢ao nutricional, com varios compostos: polissacarideos, fibras dietéticas,
terpenos, peptideos, glicoproteinas, alcoois, elementos minerais, acidos graxos
insaturados, antioxidantes, etc. (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017).

1.2 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas altamente reativas
que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. Essas
moléculas estdo presentes em todos os sistemas bioldgicos e podem ser geradas
durante a fosforilagdo oxidativa, onde a redugcao do oxigénio molecular para agua
requer quatro elétrons e cerca de 2-5% dessa reagao é feita por uma via que pode
dar origem a formagdo de EROS pela redugdo monovalente de oxigénio
molecular, gerando superoxido (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). O superoxido em
condigoes fisiolégicas é produzido principalmente nas mitocéndrias, microssomas
e peroxissomas através da agdo da enzima NADPH oxidase (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004). Em niveis adequados, as EROS sao importantes na sinalizagéo
celular; porém, quando estdo em niveis elevados induzem danos na membrana
celular por lipoperoxidagao, alteracbes na estrutura e fungdo das proteinas e
danos estruturais no acido desoxirribonucleico (KIM et al., 2015).

Ha indicios que suportam o papel do estresse oxidativo e das EROS na
patogénese de diversas doengas cardiovasculares, incluindo isquemia cardiaca,
aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, cardiomiopatia, hipertrofia, arritmias e
hipertensdo arterial sistémica (ARAUJO et al.,, 2008). Diversos trabalhos
evidenciam o papel das alteragdes redox na patogénese de outras doengas além
das cardiovasculares, como as doencas pulmonares, neuronais, autoimunes e
renais (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; CHRISTEN, 2000; MACNEE, 2001;
VALKO et al., 2007; MASSICOT et al., 1997; BEATTY et al., 2000). Embora as
EROS sejam importantes na indu¢cdo e manutencdo de muitas vias sinalizadoras
de transdugdo envolvidas no crescimento e diferenciagao celular e atuarem como

mensageiros secundarios na coordenacao de importantes fungdes celulares como
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a proliferacdo e a morte celular programada (ARAUJO et al., 2008), seus niveis
elevados estdo associados a processos patologicos (KIM et al., 2014). De fato,
tem sido mostrado que as EROS estdo envolvidas em varias vias de sinalizagao
para insuficiéncia cardiaca, dentre elas aquelas relacionadas com o sistema
renina-angiotensina-aldosterona e com a ativagdo de receptores beta-

adrenérgicos (TSUTSUMI et al., 2007). Além disso, elas estdo envolvidas em
alteragdes da expresséo génica a indugéo de sobrecarga de Ca’* e a ativacao

das cascatas de apoptose nos cardiomiocitos (TSUTSUMI et al., 2007).

No contexto vascular, o 6xido nitrico pode vir a reagir com radicais livres
derivados do oxigénio, como o anion superoxido (O27), perdendo sua atividade

vasodilatadora e produzindo substancias citotéxicas como o peroxinitrito e radicais
hidroxila (STOCLET et al., 1999). Essa interacao pode contribuir para diversos
mecanismos fisiopatoldgicos de doengas cardiovasculares (CHATTERJEE;
CATRAVAS, 2008). O anion superoéxido € formado pela adigdo de um elétron a
molécula de oxigénio e é produzido na cadeia respiratéria mitocondrial, pelas
xantinas-oxidases, cicloxigenase, lipoxigenase, Oxido nitrico sintase e
principalmente na parede dos vasos pela nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidase (NADPH oxidase). Essa enzima desempenha um papel importante
na formagao de anion superéxido nas células vasculares (SOCCIO et al., 2005).
Outras EROS e radicais livres também apresentam influéncia na regulagao do
tbnus dos vasos, por exemplo, o peroxido de hidrogénio pode atuar tanto como
vasoconstritor como vasodilatador. Ja o radical hidroxila, formado a partir do
perdxido de hidrogénio pela presenga de ferro ou cobre, tem poder vasodilatador e
vasoconstritor mediado pela proteina quinase C e guanilato ciclase soluvel (GIL-
LONGO; GONZALES-VASQUEZ, 2005).

A fim de mimetizar o dano oxidativo a células, foram criados diferentes
modelos de indugdo de estresse oxidativo utilizando peroxido de hidrogénio
(ZHANG et al., 2013; KIM et al., 2014). Dentre os modelos propostos para a
geragao de EROS, podemos destacar o modelo de Halliwell, que visa a geragao
de radical hidroxil através da incubagdo de homogeneizados de tecido com cloreto
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de ferro (FeClz), H202 e acido ascorbico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Os

danos gerados nesse modelo, baseiam-se nas reagdes de Haber-Weiss e Fenton.

Se contrapondo aos elevados niveis de EROS est&o as defesas antioxidantes.
Essas atuam para estabilizar as EROS e os radicais livres e, assim, manter o
equilibrio redox. Entre as defesas antioxidantes mais importantes estdo os
sistemas enzimaticos tiorredoxina (TRX) e glutarredoxina (GRX), catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). TRX pode atuar como
uma enzima antioxidante, doando hidrogénio para proteinas oxidadas; GRX pode
catalisar a redugdo de dissulfetos, regenerando atividades importantes das
moléculas celulares; SOD catalisa a dismutagdo do superoxido em oxigénio e
perdxido de hidrogénio; CAT atua na decomposicéao do perédxido de hidrogénio em
agua e oxigénio; GPx, por sua vez, depende de glutationa reduzida, que é oxidada
a glutationa oxidada (CASTRO et al., 2014). Além das enzimas que fazem parte
da reserva antioxidante, ha ainda os antioxidantes n&o-enzimaticos: tocoferdis,
carotenoides, flavonoides, acido ascérbico e acido urico (BELLO-KLEIN et al.,
2004).

Portanto, considerando que o desequilibrio entre a formacdo de EROS e a
capacidade antioxidante € um dos principais mecanismos envolvidos em diversas
doencgas, além do fato das doencas cardiovasculares estarem entre as principais
causas de morte no mundo, estudos que visam a manutencdo ou o
reestabelecimento do equilibrio redox sdo promissores. Nesse contexto, varios
estudos foram realizados visando mostrar o papel dos antioxidantes como
alternativa terapéutica a doengas que tenham o estresse oxidativo como um dos
fatores causadores (MASSICOT et al.,, 1997; BEATTY et al., 2000, CHRISTEN,
2000; GALLE, 2001; HALLIWELL, 2001; ALLAN BUTTERFIELD, 2002), entre elas
as doengas que envolvem desbalango do tdbnus vascular. Assim, realizar pré-
tratamentos com antioxidantes exdégenos ou promover adaptagcdo dos
antioxidantes endoégenos pode melhorar os danos causados em doencgas ligadas
ao estresse oxidativo, pela redugao na formacao de radicais livres (SATO et al.,
1999).
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1.3 Pleurotus albidus (P. albidus)

Macrofungos sédo conhecidos por produzirem metabdlitos secundarios que
possuem bioatividades de interesse medicinal. Dentre esses metabdlitos,
encontram-se compostos fendlicos, que possuem atividade antioxidante descrita
na literatura (GAMBATO et al., 2016; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).
Os cogumelos comestiveis vém sendo estudados por apresentarem propriedades
antioxidantes e outros efeitos benéficos como propriedades anti-inflamatorias,
antibacterianas, antivirais, antialérgicas e anticarcinogénicas (SOOBRATTEE et
al., 2005; FERREIRA; BARROS; ABREU, 2009). As espécies de cogumelos do
género Pleurotus produzem diversas moléculas como naringina, miricetina e
acidos fendlicos, que sao conhecidos por possuirem essas propriedades
(GAMBATO et al., 2016). Além disso, o género Pleurotus possui caracteristicas
culinarias atraentes, como alto teor de fibras e baixos teores de gordura
(SANCHEZ; ROYSE, 2001). Os cogumelos desse género estdo entre os mais
populares em todo o mundo, alcancando a terceira posigdo na producdo de
cogumelos comestiveis, atras apenas das espécies do género Agaricus e
Lentinula (FERNANDES et al., 2015).

Quando falamos da utilizagdo de cogumelos comestiveis € importante
ressaltar a influéncia da producdo, do método de extracdo e da espécie de
cogumelo. Esses processos podem alterar as propriedades nutricionais e até

mesmo a composig¢ao de moléculas dos cogumelos (MILES; CHANG, 1988).

Os nutracéuticos de cogumelos tém sido utilizados desde os tempos antigos
para tratar diversas doengas humanas. Suas caracteristicas nutricionais e
culinarias atrairam os pesquisadores e nutricionistas para tornar seu uso rotineiro
para as pessoas comuns e inclui-los no plano de alimentacdo saudavel
(RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017). Nas ultimas décadas, os cogumelos n&o
estdo sendo consumidos somente como alimento, mas também como o principal
componente bioativo na fabricagcdo de suplementos alimentares para melhorar a
qualidade de vida humana. Assim, diversos extratos de cogumelos vém sendo

alvos de ensaios clinicos e de empresas farmacéuticas para o desenvolvimento de
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alimentos funcionais (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017). No entanto, a
producdo de tais nutracéuticos requer um conhecimento profundo sobre o
processo de producdo, tornando-o economicamente viavel e estavel quanto a
qualidade e quantidade de moléculas bioativas (RATHORE; PRASAD; SHARMA,
2017). Devido a diversidade de cogumelos em todo o mundo, eles surgem como o
alimento nutracéutico da préxima geragado, pois sao considerados um alimento
natural completo e adequado para todas as faixas etarias (RATHORE; PRASAD;
SHARMA, 2017). Na ultima década, o numero de patentes e artigos cientificos
sobre esse género aumentou exponencialmente, com um grande incremento de
pesquisas cientificas/artigos de reviséo (PATEL et al., 2012). Esses demonstraram
gue os cogumelos do género Pleurotus apresentam propriedades terapéuticas tais
como: anti-hipercolesterolémica, anti-hipertensiva, antidiabética, antiobesidade,
antienvelhecimento, antimicrobiana e antioxidante, além de agdo hepatoprotetora
(PATEL et al.,, 2012). Neste contexto, amplia-se a gama de aplicagdes dos
cogumelos Pleurotus, principalmente por atenuar fatores de risco ao sistema
cardiovascular, como o envelhecimento, o estresse oxidativo e isquemias
(JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2007; JAYAKUMAR et al., 2008;
JAYAKUMAR et al, 2010; YAN; JING; WANG, 2015).

O cogumelo Pleurotus albidus é uma espécie relativamente comum na
América do Sul, pertencente ao filo Basidiomycota, ordem Agaricales, familia
Pleurotaceae (PUTZKE; PUTZKE, 2004), mas que possui poucos trabalhos que
descrevem sua produgao e suas propriedades nutricionais. Gambato et al. (2016)
mostraram que esse cogumelo apresenta potencial terapéutico para
combater/retardar doencas associadas com o estresse oxidativo e inflamagao.
Diversos estudos vém sendo feitos afim de adquirir novos compostos naturais com
propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998), dentre eles o
estudo de Gambato et al. (2018), aponta a ergotioneina como uma das moléculas

presentes no extrato do cogumelo Pleurotus albidus.

A ergotioneina € um derivado da histidina, isolado de cogumelos comestiveis
e que pode exercer protecdo contra muitas doencgas, incluindo doencas

cardiovasculares. Esse efeito benéfico se deve principalmente ao potencial
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vasodilatador e antioxidante da molécula, influenciando a producédo de oxido
nitrico e inativando anions superoxido (GOKCE; ARUN, 2014). Essa molécula nao
€ sintetizada em humanos, mas os niveis sanguineos da mesma podem chegar a
0,44 mM como resultado do consumo alimentar. Essa substancia ja foi detectada
no figado, no rim, nas vesiculas seminais, na medula éssea, nas lentes oOpticas e

no sistema nervoso central (MARTIN, 2010).
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2 HIPOTESE

Baseado nas propriedades dos cogumelos Pleurotus destacadas na literatura,
este estudo sugere como hipotese que, através da sua agao antioxidante, o
extrato de Pleurotus albidus atenua o estresse oxidativo e modula a reatividade

vascular.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial cardioprotetor e vasoprotetor do extrato hidroalcodlico de
Pleurotus albidus.

3.2 Objetivos Especificos

|. Identificar as caracteristicas do extrato hidroalcodlico de Pleurotus albidus;
Il. Testar suas propriedades antioxidantes in vitro;

[ll. Analisar a influéncia do extrato sobre defesas antioxidantes e parametros de
dano oxidativo cardiovasculares in vitro em aortas e coragdes de ratos Wistar;

I1l. Analisar a influéncia do extrato na reatividade vascular da artéria aorta;

IV. Identificar a presenga de ergotioneina no extrato hidroalcéolico de Pleurotus
albidus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do extrato hidroalcodlico de Pleurotus albidus

Foi utilizada a linhagem 88F de Pleurotus albidus (MIUCS 1580), pertencente
a colegdo de microrganismos do Laboratério de Enzimas e Biomassas da
Universidade de Caxias do Sul/RS e depositada na se¢ao micolégica do Herbario
da Universidade de Caxias do Sul (UCS/MUSIC) (ROSA; WASUM; DILLON,
2016).

Os basidiomas foram cultivados em sacos de polipropileno, contendo 1,5 kg
de meio de cultivo (bagago de uva Vitis labrusca, 50%; serragem de Pinus sp. 44
%; farelo de trigo, 5 %; CaCO3, 1,0 % e agua destilada para a obtencdo de 66 %
de umidade). Primeiramente, os sacos foram inoculados com todo o conteudo de
placas de Petri com micélio do fungo previamente crescido, sendo posteriormente
armazenados em local com temperatura controlada (28 °C). Quando observada
colonizacéo total do meio de cultivo e presenca de primordios de basidiomas, os
sacos foram perfurados com bisturi e levados para estufa com temperatura
ambiente (entre 20 e 30 °C) e umidade relativa do ar entre 70 a 90% (GAMBATO
et al., 2016).
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Figura 1. Sacos de polipropileno contendo meio de cultivo e inéculo de P. albidus.

Fotografia obtida nesse estudo.

Figura 2. Basidiomas de P. albidus em desenvolvimento. Fotografia obtida nesse
estudo.

Os cogumelos foram coletados e entdo secos em desidratador
(Funkitchen®) durante 8 h, a 50°C, triturados em moedor (Cadence®) e
armazenados a 4 °C. Apods isso, 10 g de cogumelo em pé seco e 100 ml de etanol
70% foram colocados em um sistema de refluxo por 30 minutos a 100 ° C.
Posteriormente, a mistura foi filtrada sob vacuo e a fracdo soluvel em etanol foi
evaporada em um evaporador rotativo (modelo 803, Fisatom). O residuo insoluvel
em etanol foi re-extraido com 100 ml de agua por uma hora no mesmo sistema.
Ao final, os extratos foram agregados e liofilizados até que o extrato seco fosse
obtido (GAMBATO et al., 2018).
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Figura 3. Cogumelos P. albidus desidratados. Fotografia obtida nesse estudo.

Figura 4. Processo de extracédo. Fotografia obtida nesse estudo.

4.2 Avaliagao da atividade antioxidante in vitro e do contetudo fendlico total
do extrato de Pleurotus albidus

O conteudo fendlico total do extrato foi determinado usando o método
colorimétrico Folin-Ciocalteu com algumas modificagdes. O meio de reagdo era
composto por 200 pL de extrato aquoso, 800 pL de carbonato de sédio (7,5%) e
100 pL de reagente de Folin-Ciocalteu. A reagao foi mantida no escuro durante 30
minutos e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro

(espectrofotometro de UV-1700, Shimadzu, Quioto, Japdo) no comprimento de
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onda de 725 nm. Os resultados foram calculados e expressos como miligramas de
equivalentes de acido galico (mg de AG/mL de amostra) (SINGLETON; ROSSI,
1965).

A atividade antioxidante in vitro do extrato foi determinada com o ensaio de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) adaptado por Yamaguchi et al. (1998). O método
DPPH é baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515 nm. Os resultados foram expressos como o
conteudo de extrato (%) necessario para inibir 50% do radical DPPH (IC 50%).

Para chegar ao IC 50% se utiliza o teste de regresséo.

4.3 Animais

Foram utilizados 66 ratos Wistar com aproximadamente 45 dias e 250 g
provenientes do CREAL da UFRGS. Os animais foram distribuidos entre os
diferentes experimentos. O célculo do tamanho amostral foi efetuado através do
programa WINPEPI 11.65, assumindo intervalo de confiangca de 95%, erro
amostral de 3% e acréscimo de 30% para atender eventuais insucessos. Os
animais foram alojados em gaiolas de plastico (com as seguintes dimensdes: 33 X
17 X 40 cm), com no maximo 4 animais por gaiola, sob condigbes padronizadas
do biotério setorial do Departamento de Farmacologia da UFRGS (temperatura
controlada em 21°C, ciclo claro/escuro de 12 h, ragdo e agua ad libitum). Projeto

aprovado pela Comissado de Etica no Uso de Animais da UFRGS, n° 34651.

4.4 Determinagao da concentragao de proteinas

27



A concentracdo de proteinas nos homogeneizados de coragédo e aorta foi
determinada pelo método de Lowry, usando solugdo de albumina bovina como
padrao (LOWRY et al., 1951).

4.5 Indugao de estresse oxidativo in vitro em tecido cardiaco

Os ratos foram anestesiados com cetamina (90mg/kg, i.p.) e xilazina (20
mg/kg, i.p.) e, quando estavam em anestesia profunda, foram decapitados. Feito
isso, foram posicionados em decubito dorsal e o diafragma foi cortado por incisao
abdominal para expor a cavidade toracica. Entéao, o térax foi aberto em ambos os
lados seguindo o ligamento cartilaginoso as costelas e o coracéo foi retirado e
preparado para mensuragédo da curva de dose in vitro (grau de severidade: sem
recuperacao). Os coragdes foram homogeneizados durante 40 segundos no Ultra-
Turrax na presenga de KCI 1,15% (5 ml/g de tecido) e fluoreto de fenil-metil-
sulfonil (PMSF) na concentragcdo de 100 mmol/L em isopropanol (10uL por mL de
KCI adicionado). Em seguida, este homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos
a 1000g na centrifuga refrigerada (4°C) e o sobrenadante foi separado para
utilizagdo nas analises. Inicialmente, o homogeneizado foi incubado com o extrato
solubilizado em agua destilada de P. albidus nas concentragbées de 0,75 mg/ml;
1,0 mg/ml; 1,25 mg/ml; 1,5 mg/ml; 2,0 mg/ml; 2,5 mg/ml; 3,0 mg/ml por 30 minutos
a 37° C. As amostras que nao foram expostas ao extrato, foram incubadas no

mesmo volume de agua destilada. As amostras foram posteriormente incubadas
com FeClp, H202 e acido ascoérbico para induzir estresse oxidativo (sistema de

geragao de radicais hidroxila) por 30 min a 37°C (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). Apos essas incubacdes, foram realizados os ensaios de TBARS, catalase,

superoxido dismutase e glutationa peroxidase.
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4.5.1 Superdéxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase é responsavel por catalisar a reagao de dois anions
superoxido, formando oxigénio e perdxido de hidrogénio. Nesse trabalho, utilizou a
técnica baseada na inibicdo da reagdo do radical superdoxido com o pirogalol para
determinagdo da atividade da SOD. A auto oxidagéo do pirogalol em meio basico,
gera anion superoxido. A SOD da amostra analisada compete pelo radical
superoxido e sua atividade € determinada medindo-se a velocidade de formacgao
do pirogalol oxidado. Para realizacdo da técnica, utilizaram-se os seguintes
reagentes: solugdo tampao (Tris base 50 mmol/L; EDTA 1 mmol/L, pH 8,2),
solugdo de catalase (30 pmol/L), volumes adequados das solugdes de SOD e
pirogalol 24 mmol/L (em acido cloridrico a 10 mM). Ha necessidade de realizagcao
de uma curva padréao, utilizando-se as concentragdes de 0; 0,25; 0,5 e 1 unidade
de SOD (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), através da qual € obtido o fator de
corregao para conversao da porcentagem de inibicdo da auto oxidagdo em
unidades de enzima. A reacgéao leva a formagéo de coloragdo nas amostras, que é
detectada espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da enzima foi expressa
em U SOD/mg de proteina (MARKLUND, 1985).

4.5.2 Catalase (CAT)

A CAT é responsavel por catalisar a decomposicdo do peroxido de
hidrogénio a agua. Assim, ha a possibilidade de utilizacdo do consumo de
peréxido de hidrogénio como medida de atividade enzimatica. O ensaio se baseia
na medig¢ao da redug¢do da absorbancia no comprimento de onda de 240 nm, onde
ha maior absor¢cdo de luz pelo peroxido de hidrogénio. Os resultados foram

expressos em pmoles/mg de proteina (AEBI, 1985).
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4.5.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx é responsavel por catalisar a reacao de hidroperoxidos com
glutationa reduzida para formacao de glutationa oxidada e o produto da redugéo
do hidroperoxido. Assim, mensurando o consumo de NADPH na reagcdo de
reducdo acoplada a reacdo de GPx, pode-se medir a atividade da enzima. Os
resultados foram expressos em nmoles/min/mg de proteina (FLOHE; GUNZLER,
1984).

4.5.4 Determinacéao da lipoperoxidagao

A reacao entre radicais livres e lipidios de membrana provocam a
lipoperoxidagdo, com consequente formacdo de malonaldeido. Essa substéancia,
quando na presenca de acido tiobarbiturico, forma um composto com coloragéao

que pode ser medida espectrofotometricamente a 532 nm (BUEGE; AUST, 1978).

4.6 Reatividade vascular da aorta

Os animais foram anestesiados com cetamina (90mg/kg, i.p.) e xilazina (20
mg/kg, i.p.), € em seguida, decapitados. A aorta toracica foi cuidadosamente
removida e imersa em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs-Henseleit

(composigdo em mM: 118 NaCl, 4,7 KClI, 1,75 CaCly, 1,2 MgSOg4, 1,2 KH2PO4, 25

NaHCOg3, 0,5 EDTA e 5,6 glicose). A aorta foi entdo manipulada para retirada do

tecido conectivo e adiposo, e entdo dividida em 6 seguimentos cilindricos com 3-4
mm de comprimento.

Apds a manipulagdo, os segmentos foram adaptados ao aparato
experimental. Cada anel da artéria foi colocado em cubas contendo 10 ml de

solugao de Krebs-Henseleit mantida aquecida a 37 °C, continuamente gaseificada
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com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2), mantendo o pH estavel

em 7,4 de acordo com método do sistema de banho de 6rgéos isolado
descrito por Nielsen e Owman (1971). Para a montagem do aparato
experimental, dois fios de aco inoxidavel, em forma de tridngulos, foram
passados através do lumen dos segmentos vasculares, de forma que
permanegam paralelos. Um fio foi fixado a uma haste fixa a parede da cuba e
o outro conectado verticalmente a uma haste moével presa a um transdutor de
tensao isométrica. Assim, qualquer alteragcao no didametro do vaso foi captada
pelo transdutor de forca conectado a um sistema de aquisicdo de dados e
este a um computador. Apés a montagem, os anéis aorticos foram
submetidos a uma tensado de 1g, reajustada quando necessario, durante

aproximadamente 30 minutos de estabilizacao.

Figura 5. Sistema de banho de 6rgaos isolado. Fotografia obtida nesse estudo.

Curva de relaxamento com acetilcolina/extrato a
partir da contragdo maxima de fenilefrina

Curva de contracido com fenilefrina

Lavagem 3 vezes

Estabilizagdo — 30 min

Figura 6. Desenho experimental genérico dos experimentos de reatividade
vascular.
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Foram realizados 4 diferentes experimentos:

Experimento 1 — Incubacgao da aorta com extrato de P. albidus

A concentracdo utilizada no primeiro experimento foi baseada no

experimento in vitro no tecido cardiaco, pois foi a que apresentou maior

potencial antioxidante.

1°.

2°.

3°.

40,

5°.

Estabilizagdo das artérias no sistema de banho de érgaos por

15 minutos;

Incubacdo das artérias com extrato de Pleurotus albidus
dissolvido em solucdo Krebs-Henseleit na concentragao de 1,5
mg/ml em 2 cubas e outras 2 cubas contendo somente solugao

Krebs-Henseleit, por 30 minutos;

Estabilizacdo das artérias no sistema de banho de 6rgaos por
mais 15 minutos;

Curva de contracdo - avaliagdo das respostas a concentragoes
crescentes de fenilefrina (‘IO'10 M — 3x10™ M).

Curva de relaxamento - avaliagdo das respostas a

concentragdes crescentes de acetilcolina (10'11 M — 3x10™ M).

Apos verificagdo dos resultados do experimento 1, visando elucidar a

responsividade vascular ao extrato, foi realizada uma curva de relaxamento

utilizando diferentes concentragdes de extrato de P. albidus.

Experimento 2 — Curva de extrato de P. albidus com concentracdes de
0,3 a 6,0 mg/ml

1°. Estabilizacao das artérias no sistema de banho de 6rgaos por 30

minutos;

2°. Curva de contragdo com concentragdes crescentes de fenilefrina

(10719 M - 3x10™ M);



3°. Curva de relaxamento - avaliagdo das respostas a concentragcdes
crescentes de extrato (0,3; 0,6; 1,0; 1,5; 3,0 e 6 mg/ml).

Apo6s verificacdo dos resultados do experimento 2, visando elucidar a
resposta vasodilatadora do extrato, foi realizada uma nova curva com

concentragdes menores de extrato de P. albidus.

Experimento 3 - Curva com concentragdes de 0,0047 a 0,3 mg/ml de
extrato de P. albidus

1°. Estabilizagdo das artérias no sistema de banho de érgaos por 30
minutos;

2°. Curva de contracdo com concentragdes crescentes de fenilefrina
(1071% M - 3x10™* Mm);

3°. Curva de relaxamento - avaliagdo das respostas a concentragdes
crescentes de extrato (0,0047; 0,0094; 0,0188; 0,0376; 0,0750;
0,15 a 0,3 mg/ml).

Apos verificagado dos resultados do experimento 3, visando elucidar o
possivel mecanismo de relaxamento provocado pelo extrato de P. albidus na
curva de relaxamento, realizamos o experimento 4 utilizando Nw-nitro-
arginina-metil-ester (L-NAME).

Experimento 4 — Mecanismo de relaxamento com concentragdes de

0,0047

a 0,3 mg/ml de extrato de P. albidus utilizando Nw-nitro-arginina-metil-

ester (L-NAME), um inibidor n&o seletivo da enzima 6xido nitrico

sintase.

1°. Estabilizagdo das artérias no sistema de banho de 6rgaos por 30

minutos;

2°. Incubacao das artérias com L-NAME na concentracdo de 100 mM

por 30 minutos;
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3°. Curva de contragédo com concentragdes crescentes de fenilefrina

(1071° M - 3x10™ M);

4°, Curva de relaxamento - avaliagdo das respostas a concentragdes
crescentes de extrato (0,0047; 0,0094; 0,0188; 0,0376; 0,0750;
0,15 a 0,3 mg/ml).

4.7 Indugao de estresse oxidativo in vitro em aortas

Os animais foram anestesiados com cetamina (90mg/kg, i.p.) e xilazina
(20 mg/kg, i.p.), e em seguida, decapitados. A aorta toracica foi
cuidadosamente removida e imersa em uma placa de Petri contendo solugao

de Krebs-Henseleit (composicdo em mM: 118 NaCl, 4,7 KClI, 1,75 CaClz, 1,2

MgSOg4, 1,2 KH2PO4, 25 NaHCOg3, 0,5 EDTA e 5,6 glicose). A aorta foi entdo

manipulada para retirada do tecido conectivo e adiposo, posteriormente foi
armazenada em freezer -80°C até o momento das analises. As amostras de
aortas foram maceradas em nitrogénio liquido. Depois disso,
homogeneizadas em Ultra-Turrax na presenca de KCI 1,15% (5 ml/g de
tecido) e fluoreto de fenil-metil-sulfonil (PMSF) na concentragdo de 100
mmol/L em isopropanol (10uL por mL de KCI adicionado). Posteriormente, foi
realizada uma sonificacdo com o dispositivo Hielscher Ultrasound
Technology. Em seguida, este homogeneizado foi centrifugado por 10
minutos a 1000g na centrifuga refrigerada (4°C) e o sobrenadante foi
separado para utilizagdo nas anadlises. Inicialmente, o homogeneizado foi
incubado com o extrato solubilizado em agua destilada de P. albidus na
concentracdo de 0,3 mg/ml por 30 minutos a 37°C. As amostras que nao

foram expostas ao extrato, foram incubadas no mesmo volume de agua
destilada. As amostras foram posteriormente incubadas com FeClz, H202 e

acido ascorbico para induzir estresse oxidativo (sistema de geragdo de
radicais hidroxila) por 30 min a 37°C (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). A
concentragdo utilizada nesses ensaios foi a que mostrou o maior relaxamento
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nos experimentos de reatividade vascular. Apos essas incubagdes, foram
realizados os ensaios de NADPH oxidase, TBARS, EROS, o6xido nitrico

sintase e sulfidrilas.

4.7.1 Determinacéao da lipoperoxidagao

A reacdo entre radicais livres e lipidios de membrana provocam a
lipoperoxidagcdo, com consequente formacdo de malonaldeido. Essa
substancia, quando na presenca de acido tiobarbiturico, forma um composto
com coloracdo que pode ser medida espectrofotometricamente a 532 nm
(BUEGE; AUST, 1978).

4.7.2 Sulfidrilas

Para o ensaio de sulfidrilas, 0,1 mM de acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzéico (DTNB) foi adicionado ao homogeneizado de aortas, com
posterior incubacao por 30 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia
foi medida espectrofotometricamente a 412 nm, mensurando a formagao de
TNB, e os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina. (AKSENOV;
MARKESBERY, 2001).

4.7.3 NADPH oxidase

A NADPH oxidase através da transferéncia de elétrons do NADPH
para o oxigénio molecular, provoca a geragcdo de anions superoxido. A
atividade da enzima foi determinada no homogeneizado de aortas medindo o

consumo de NADPH a 340nm, sendo sua atividade diretamente proporcional
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a producdo do anion superéxido. Os resultados foram expressos em

nmol/min/mg de proteina (WEI et al, 2006).

4.7.4 Oxido nitrico sintase

A atividade da enzima Oxido nitrico sintase nos homogeneizados de
aorta foi avaliada medindo-se a conversdao da oxihemoglobina (HbO?2)
induzida por éxido nitrico em metahemoglobina. O meio para reagcao era
composto de (mmol/L): CaClz 1,8; KCI 2,7; MgCl2 0,23; NaCl 137; NaH2PO4
3,6; glicose 5,0; HEPES 10; pH 7,4, contendo 2 mol/L de HbO2 e 1 mmol/L de

L-arginina. A atividade foi expressa em nmol NO/min/mg de proteina
(VALDEZ; ZAOBORNYJ; BOVERIS, 2005).

4.7.5 Medida de niveis de espécies reativas de oxigénio totais (EROS)

Niveis de EROS totais foram medidos usando emisséo de
fluorescéncia por diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA), que
permeia a membrana e é rapidamente oxidado a 2,7-diclorofluoresceina,
altamente fluorescente, na presenca de EROS intracelulares. As amostras
foram excitadas a 488 nm; a emissédo coletada com um filtro de passagem
longa de 525 nm e expressa em nmol/mg de proteina (LEBEL;
ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992).

4.8 Identificagao e quantificagao de ergotioneina

A extracao da ergotioneina foi realizada utilizando o método proposto
por Dubost et al. (2007), onde 0,5 g de extrato foram adicionados a 7 ml de
solugéo etandlica fria (10 mMol/L de ditiotreitol (DTT) em etanol 70 %, 100
MMol/L betaina em etanol, 100 uMol/L de 2-Mercapto-1-metilimidazol (MMI)
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em etanol 70 %) juntamente com 3 ml de agua deionizada. Apds realizada a
mistura, a solugdo foi colocada sob agitacdo por 10 segundos.
Posteriormente, adicionou-se 2 ml de dodecil sulfato de sédio 1% (m/v) em
etanol e agitou-se a solugdo novamente por 10 segundos. Entdo, as amostras
foram centrifugadas por 20 minutos a 3220 g em 5°C. O sobrenadante foi
liofilizado e ressuspenso em agua deionizada, centrifugado por 1 minuto a
8900 g e filtrado em membranas de poro 0,22 ym; o permeado foi mantido a -
20°C.

A ergotioneina foi identificada e quantificada no extrato por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A separagado foi realizada em um
sistema (Shimadzu, Japao) constituido por bomba quaternaria LC-20AD,
desgaseificador DGU-20A3, forno para coluna CTO-20A e o software LC
Solution®. Utilizou-se a coluna Discovery® C18 de 15 cm x 46 mm e
tamanho de particula de 5 ym. A fase movel do sistema foi composta de 0,7%
de fosfato de sodio dibasico (m/v), 3% de acetonitrila (v/v) e 0,1% de
trietlamina (v/v) em pH 7,3; o fluxo foi ajustado em 0,4 ml/minuto, a
temperatura foi ajustada em 30°C, o volume de injecdo em 20uL e o
comprimento de onda em 254 nm. A ergotioneina foi identificada com base
no tempo de retengdo obtido do padrdo e a quantificagdo foi realizada

utilizando uma curva padrao com concentragdes conhecidas.

4.10 Analise estatistica

Para determinacdo da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilks. Apés verificagdo da normalidade, foi utilizada analise de variancia
(ANOVA — 1 via) para as analises bioquimicas in vitro no tecido cardiaco e
nas aortas, seguidas do pos-teste de Tukey para detectar diferenga
significativa entre os grupos (p<0,05). Para as anadlises de reatividade
vascular, foi utilizado teste t para detectar diferenca significativa entre os

grupos (p<0,05). As analises foram realizadas usando os softwares
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GraphPad Prism 6.0. Os dados estdo expressos em média e desvio padrao
no caso das analises bioquimicas e média e erro padrdo médio para as

analises de reatividade vascular.
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7 CONCLUSAO

Em resumo, nossos achados sugerem que o extrato de P. albidus promove
relaxamento dependente de 6xido nitrico em aortas de ratos higidos. Além disso, o
extrato no coragao foi capaz de reduzir a lipoperoxidagdo, além de aumentar as
atividades das enzimas catalase e glutationa peroxidase. Ja na aorta, o extrato foi
capaz de reduzir a lipoperoxidagao e a atividade da enzima NADPH oxidase, além
de aumentar os niveis de sulfidrilas e éxido nitrico sintase. Esses achados podem
estar relacionados aos efeitos antioxidantes do extrato, fornecendo uma protegao
aos danos do estresse oxidativo e podem representar uma futura terapia as
doencas cardiovasculares. Entretanto, ha necessidade de mais estudos para
evidenciar os mecanismos de protecdo do extrato e testar a capacidade

terapéutica do mesmo em modelos de doengas cardiovasculares.

8 LIMITAGOES DO ESTUDO
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Ao comparar o nosso estudo com outros que analisaram os parametros
oxidativos e a reatividade vascular, temos que levar em conta a questdo da
metabolizagdo do extrato, pois na maioria dos estudos, os extratos s&o dados aos
animais e no nosso estudo, houve somente a exposicdo dos 6rgéos de interesse
in vitro. Assim, mais estudos se fazem necessarios para melhor compreensao dos

efeitos do extrato no sistema cardiovascular.

9 PERSPECTIVAS

Estudos futuros focardo no isolamento das moléculas de interesse, para
verificar qual delas é responsavel pelos efeitos benéficos. Outro objetivo de
pesquisas futuras sera identificar os mecanismos responsaveis pelos efeitos
benéficos do extrato in vivo. Além disso, pode-se estudar a combinagdo dessas
moléculas com terapias ja existentes, sempre na busca de tratamentos mais
eficazes e com custos mais baixos. Também serdo buscadas parcerias com
empresas para produgéo em larga escala dos cogumelos comestiveis de interesse
desse trabalho. Todos esses passos serdao dados para buscar inovagoes
tecnoldgicas e farmacoldégicas a fim de reduzir os danos de doengas
cardiovasculares, assim visando o desenvolvimento de um produto
comercializavel. Também sera analisada a incubagéo das artérias com a molécula
ergotioneina, para verificagdo do seu efeito vasodilatador, assim como o efeito do

extrato em modelos in vivo, como o modelo SHR.
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