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RESUMO

No contexto global atual, enfermidades como obesidade, sindrome metabdlica e
diabetes mellitus alcancaram proporcoes epidémicas. Essas condicbes estao
intrinsecamente ligadas a resisténcia insulinica e ao desequilibrio no metabolismo
lipidico e glicidico, perturbando processos homeostaticos. A sindrome metabdlica esta
associada a manifestacdes de resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia e
expansao do tecido adiposo. A hipertrofia adiposa desencadeia inflamacé&o crbénica de
baixo grau, promovendo resisténcia insulinica através de citocinas que inibem vias de
sinalizacdo insulinica. Além disso, o aumento de &cidos graxos circulantes pela
hipertrofia adiposa potencializa a ativagdo de células imunes, causando lipotoxicidade
e apoptose das células beta pancreaticas. Ademais, em individuos obesos,
modificacdes na microbiota causam aumento da permeabilidade intestinal, causando
infiltrac&@o de lipopolissacarideos que aumentam o quadro de inflamacao e resisténcia
insulinica. Entretanto, moléculas bioativas de vegetais e fungos, incluindo o
Pycnoporus sanguineus, apresentam potencial farmacologico contra todas estas
condicbes, embora seus mecanismos de acdo ainda ndo tenham sido relatados.
Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi investigar como o extrato de P.
sanguineus exerce efeitos hipolipidicos em ratos com sindrome metabdlica ou
diabetes. A pesquisa envolveu a avaliacao do perfil lipidico, expressao de PPARa e
PPARYy, e capacidade de oxidacdo de substratos. Além disso, foi realizada uma
revisdo narrativa de estudos sobre o impacto de cogumelos e seus compostos no
metabolismo lipidico. No artigo “Mushrooms and Their Compounds in the Modulation
of Lipid Metabolism: A Comprehensive Review of Recent Findings” foi realizada uma
revisdo abrangente discutindo estudos publicados nos udltimos cinco anos que
associaram cogumelos e seus compostos a altera¢gées no metabolismo lipidico. Trinta
e sete espécies foram mencionadas, influenciando metabolismo intermediario de
acidos graxos e do colesterol, inflamacdo, estresse oxidativo e microbiota. Foram
listados potenciais terapéuticos como melhora do perfil lipidico, da obesidade e da
esteatose. Ja no artigo “Treatment with the mushroom Pycnoporus sanguineus extract
increases progression of Metabolic Syndrome effects in Wistar rats”, a administragéo
de P. sanguineus em ratos com sindrome metabdlica aumentou trigliceridemia,

insulinemia e HOMA-IR. Houve diminuigdo da glicogénese, contetdo de glicogénio e



oxidacao de &cidos graxos no figado, bem como aumento da lipdlise. Estes resultados
indicam um potencial modelo de resisténcia insulinica. Além dos artigos mencionados,
dados néo publicados revelaram que o tratamento com P. sanguineus no diabetes néo
impactou paradmetros morfométricos ou séricos. Afora isso, o tratamento diminuiu a
oxidacdo hepética de glicose e acidos graxos. O extrato de P. sanguineus nao
apresentou efeitos positivos no metabolismo lipidico de ratos com diabetes,
acelerando, na verdade, a progressao da sindrome metabdlica. Este trabalho sugere
a necessidade de identificar as ac6es especificas das moléculas do extrato e explorar

vias de administracdo alternativas a oral.



ABSTRACT

In the current global context, diseases such as obesity, metabolic syndrome, and
diabetes mellitus have reached epidemic proportions. These conditions are intrinsically
linked to insulin resistance and lipid metabolism imbalance, disrupting homeostatic
processes. Metabolic syndrome is associated with insulin resistance,
hyperinsulinemia, dyslipidemia, and adipose tissue expansion. Adipose hypertrophy
triggers low-grade chronic inflammation, leading to insulin resistance via cytokine-
mediated inhibition of insulin signaling pathways. Adipose hypertrophy increases
circulating fatty acids, enhancing immune cell activation and leading to lipotoxicity and
pancreatic beta-cell apoptosis. Additionally, in obese individuals, changes in the
microbiota cause increased intestinal permeability, leading to infiltration of
lipopolysaccharides that worsen inflammation and insulin resistance. Bioactive
molecules from plants and fungi, including Pycnoporus sanguineus, show
pharmacological potential against all these conditions, although their mechanisms of
action have yet to be reported. In this study, we aimed to investigate how the extract
of P. sanguineus exerts hypolipidemic effects in rats with metabolic syndrome or
diabetes. The research involved the evaluation of the lipid profile, expression of PPARa
and PPARYy, and substrate oxidation capacity. A narrative review of studies on the
impact of mushrooms and their compounds on lipid metabolism was also conducted.
In the article "Mushrooms and Their Compounds in the Modulation of Lipid Metabolism:
A Comprehensive Review of Recent Findings," a comprehensive review discussed
studies published in the last five years that associated mushrooms and their
compounds with changes in lipid metabolism. Thirty-seven species were mentioned,
influencing the intermediary metabolism of fatty acids and cholesterol, inflammation,
oxidative stress, and microbiota. Potential therapeutic effects such as improvement of
lipid profile, obesity, and steatosis were listed. In the article "Treatment with the
mushroom Pycnoporus sanguineus extract increases the progression of Metabolic
Syndrome effects in Wistar rats," administration of P. sanguineus in rats with metabolic
syndrome increased triglyceridemia, insulinemia and HOMA-IR. There was a decrease
in glycogenesis, glycogen content, and fatty acid oxidation in the liver, as well as an
increase in lipolysis. These results indicate a potential model of insulin resistance. In

addition to the mentioned articles, unpublished data revealed that treatment with P.



sanguineus in diabetes did not impact morphometric or serum parameters. Moreover,
the treatment reduced hepatic glucose and fatty acid oxidation. The P. sanguineus
extract did not positively affect the lipid metabolism of diabetic rats but rather
accelerated the progression of metabolic syndrome. This study highlights the need to
identify the extract's molecules' specific actions and explore alternative administration

routes beyond oral intake.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas associadas ao metabolismo intermediario: obesidade, sindrome
metabdlica e diabetes mellitus

No cenario global atual, as doencas do metabolismo intermediario representam
uma crescente preocupacédo de saude publica. Condi¢cdes como obesidade, sindrome
metabolica (SM) e diabetes mellitus tém alcancado proporcgdes epidémicas, colocando
um fardo significativo nos sistemas de saldde e impactando negativamente na
gualidade de vida de milhdes de pessoas em todo o mundo (Bahia et al., 2012;
Saklayen, 2018; IDF, 2021). Essas doencgas complexas estao intrinsecamente ligadas
a resisténcia insulinica (RI) e ao desequilibrio no metabolismo lipidico, afetando
processos biolégicos fundamentais que regulam a homeostase do corpo humano
(Kahn, Hull and Utzschneider, 2006; Yazici and Sezer, 2017).

A relacdo entre essas trés patologias pode ser estabelecida como trés fases de
progressao do desequilibrio metabdlico, onde a obesidade € a primeira fase e o
diabetes, a ultima. Para entender essa progressao, basta verificar os critérios de
diagnéstico para cada uma dessas doencas. Enquanto a obesidade é diagnosticada
simplesmente com base no indice de massa corporal (IMC > 30 kg/m?), o diabetes
exige a avaliacao laboratorial da glicemia de jejum e estabelece a presenca da doenca
guando as concentracdes seéricas sdo = 126 mg/dL, caracterizando hiperglicemia
cronica (Wharton et al., 2020; Cobas et al., 2022).

Por outro lado, a SM é um conjunto de fatores de risco cardiovascular e é
diagnosticada quando ha obrigatoriamente aumento da circunferéncia abdominal (>
88 cm para mulheres e > 102 cm para homens) associada a pelo menos dois dos
seguintes fatores: triglicerideos séricos = 150 mg/dL, HDLc (do inglés High Density
Lipoprotein) < 40 mg/dL em mulheres e < 50 mg/dL em homens, glicemia de jejum =
100 mg/dL ou presséo arterial = 130/85 mm/Hg (NCEP, 2001; IDF, 2006). Além dos
critérios estabelecidos internacionalmente para o diagnostico, € comum associar a
presenca de SM a manifestacdes de RI, hiperinsulinemia compensatoria, dislipidemia,
microalbumindria e aumento de proteina C-reativa (Alberti, Zimmet and Shaw, 2006;
Bovolini et al., 2021).

A partir dos dados de diagndstico, é possivel identificar a SM como uma soma
de fatores que tem seu desenvolvimento a partir do acumulo de tecido adiposo,

principalmente abdominal, que se ndo tratada tem como desfecho o desenvolvimento
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de diabetes. De maneira simplificada, entende-se que a origem do diabetes tipo I
(DM2) pode ocorrer a partir de modificacbes no tecido adiposo e a SM é a fase
intermediaria entre obesidade e diabetes. A relacédo entre obesidade e diabetes é tao
intrinseca que o termo “diabesidade” foi cunhado nos anos 2000 e tem se tornado
cada vez mais presente, destacando a relacdo entre os desequilibrios no metabolismo
de lipideos e o desenvolvimento de RI (Astrup and Finer, 2000; Pappachan,
Fernandez and Chacko, 2019; Michaelidou, Pappachan and Jeeyavudeen, 2023).

Embora a SM seja 0 meio termo entre obesidade e diabetes, isso ndo a exime
de estar associada a taxas de morbidade e mortalidade elevadas. Estima-se que a
SM aumente em cinco vezes o risco de desenvolvimento de DM2 e em trés vezes o
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Isomaa et al., 2001; IDF,
2006). Além disso, portadores desta sindrome apresentam risco duas a quatro vezes
maior de acidente vascular cerebral e duas a trés vezes de infarto agudo do miocérdio,
além de uma probabilidade duas vezes maior de morrer desses eventos em
comparacao a individuos sem a doenca (Kaur and Jaspinder, 2014).

A fisiopatologia da SM ainda n&o é totalmente compreendida, mas é bem
estabelecido que a RI esta profundamente envolvida no aparecimento dos diferentes
componentes da doenca, provavelmente desencadeando-os (Kahn, Hull and
Utzschneider, 2006; O’Neill and O’Driscoll, 2015). O consenso atual € de que o
aumento dos acidos graxos livres circulantes e a hipertrofia do tecido adiposo sao
responsaveis por manter uma inflamacao crénica de baixo grau que, em Ultima
instncia, desencadeia a resisténcia a insulina (de Luca and Olefsky, 2008; Saltiel and
Olefsky, 2017).

1.2 Desenvolvimento de resisténcia ainsulina mediada por fatores inflamatorios

A insulina é um hormonio proteico secretado pelo pancreas, responsavel pela
homeostase da glicose no estado alimentado e pelo crescimento celular. Seus efeitos
metabdlicos sdo associados principalmente aos tecidos hepatico, muscular e adiposo,
onde atua promovendo a captacdo de glicose, inibindo a gliconeogénese, a
glicogendlise e a lipdlise e estimulando a sintese de glicogénio, triglicerideos e

proteinas (Sims et al., 2021).

Sua comunicagao com os tecidos ocorre por meio de receptores de membrana

do tipo tirosina quinase. Esses receptores possuem um dominio externo, onde ocorre
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a ligacéo da insulina, e um dominio interno com atividade tirosina quinase. A ligacao
da insulina aos seus receptores promove a fosforilacdo de residuos de tirosina dos
IRS (do inglés Insulin Receptor Substrate) (White, 2002). A fosforilacdo de um residuo
de tirosina do IRS promove uma cascata de sinalizag&o intracelular que culmina na
ativagdo de vias metabdlicas e de crescimento celular. O IRS esta relacionado a duas
vias principais: a da PI3K/AKT (do inglés Phosphoinositide 3-Kinase/Protein Kinase
B), responsavel pela maior parte das acbes metabdlicas do horménio, e a da MAPK
(do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase), relacionada aos efeitos de crescimento
e proliferacdo celular. Prejuizos em um dos componentes da cascata de sinalizacao
deflagram diminuicdo da atividade de AKT e diminuicdo da sensibilidade a insulina
(White, 2002; Taniguchi, Emanuelli and Kahn, 2006).

Estudos epidemiologicos indicam uma forte correlagdo entre o
desenvolvimento de Rl e o aumento de fatores pro-inflamatérios como TNFa (do inglés
Tumor Necrosis Factor alpha), IL-6 (Interleucina 6) e IL-18 (Interleucina 1 beta)
(Straczkowski et al., 2002; Kowalska et al., 2008; Ruscitti et al., 2019). A ligacdo de
TNFa aos seus receptores resulta na estimulagdo da via pro-inflamatoria IKK-B/NFkB
(do inglés | Kappa B Kinase beta/Nuclear Factor of Kappa-Light-Polypeptide Gene
Enhancer in B-Cells). De fato, estudos mostraram que camundongos geneticamente
modificados para n&o expressarem TNFa ndo desenvolveram RI mediante a oferta de

dieta rica em gorduras e obesidade (Uysal et al., 1997; Bouter et al., 2010).

A IL-6 é uma citocina secretada principalmente pelo tecido adiposo e atua
promovendo a ativagéo de SOCS (do inglés Supressor of Cytokine Signaling), um fator
gue impede a fosforilacdo de IRS, inibindo a sinalizacao insulinica (Kim, Bachmann
and Chen, 2009). Ja a sintese de IL-1B esta relacionada a ativacdo da via das
caspases por NLRP3 (do inglés NOD-Like Receptor Family, Pyrin Domain Containing
3), e atua promovendo disfuncdo e apoptose das células B pancreaticas, prejudicando

a producéo e secrecao de insulina (Wen et al., 2011).

A ativacao de vias pro-inflamatérias culmina na producéao de fatores capazes
de prejudicar a via PI3K/AKT. No processo inflamatério, macréfagos e adipécitos
secretam TNFa e interleucinas que promovem a ativacao de serina quinases como
JNK (do inglés c-Jun N-terminal Kinase) e IKK-B (Olefsky and Glass, 2010). Essas
proteinas atuam fosforilando o IRS em um residuo de serina ao invés de tirosina,

inativando o substrato e prejudicando a cascata de sinalizagéo intracelular da insulina.
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Além disso, essas proteinas também ativam os fatores de transcricdo AP-1/FosJun
(do inglés Activating Protein 1/familia de proteinas que inclui c-Fos, antigenos
relacionados ao Fos, c-Jun, JunB e JunD) e NFkB que, por sua vez, promovem a
transcricdo de genes relacionados a outras proteinas pro-inflamatoérias (Hotamisligil,
2006; de Luca and Olefsky, 2008). Dessa maneira, fica clara a relacdo entre
inflamacdo e resisténcia a insulina, e o resumo dos eventos mencionados é
apresentado na figura 1. Cabe agora discutir de que maneira a obesidade promove o

aumento dos fatores pro-inflamatérios no organismo.
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Figura 1 Efeitos dos fatores inflamatérios sobre a sinalizagdo insulinica. Citocinas proé-inflamatdrias
estimulam a atividade de SOCS, IKK-B e JNK, prejudicando a sinalizagéo da insulina. Esses fatores também
estimulam vias que controlam a expressdo de genes pro-inflamatérios. IRS: insulin receptor substrate. PI3K:
phosphoinositide 3-kinase. AKT: protein kinase B. MAPK: mitogen-activated protein kinase. TLR4: toll-like
receptors 4. SOCS: suppressor of cytokine signaling. IKK-B: | kappa B kinase beta. JNK: C-jun N-terminal kinase.
NFkB: nuclear factor of kappa-light-polypeptide gene enhancer in b-Cells. AP-1 Fos/Jun: Activating Protein 1
transcription factor subunit. (Adaptado de Luca e Olefsky, 2008).
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1.3 Estabelecimento da inflamac&o crénica de baixo grau na obesidade

1.3.1 Mudanca do fenétipo do tecido adiposo branco na obesidade

A compreensao de como as alteracdes no tecido adiposo branco podem levar
a Rl passa pelo entendimento de que esse tecido ndo é mais considerado apenas um
local de reserva energética. Morfologicamente, é composto por adipdcitos, pré-
adipdcitos, fibroblastos, macréfagos, leucdcitos e células endoteliais, adquirindo
também func¢des metabdlicas e imunoldgicas (Luo and Liu, 2016).

Os adipdcitos sao células capazes nao apenas de estocar lipideos na forma de
triglicerideos e colesterol, mas também de secretar diversas substancias
genericamente chamadas de adipocinas. No tecido adiposo branco saudavel, as
adipocinas exercem importantes funcbes na comunicagdo com outros 0Orgaos,
controlando a ingesta alimentar (leptina) e aumentando a sensibilidade a insulina
(adiponectina) (Zhang and Chua, 2017; Fang and Judd, 2018). Os macréfagos
residentes do tecido adiposo branco saudavel possuem fendtipo tipo M2, e atuam
secretando citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 (Interleucina 4) e IL-10 (Interleucina
10) (Cai, Huang and He, 2022).

Na obesidade, h& hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco de maneira
ndo proporcional a angiogénese, resultando em uma diminuicdo da densidade capilar
e da perfusdo de oxigénio tecidual. Ao mesmo tempo, o0 aumento de acidos graxos
circulantes estimula a fosforilagéo oxidativa, aumentando a demanda por oxigénio no
tecido. A soma desses quadros leva a hipoxia do tecido adiposo, fator responsavel
por estimular a secrecédo de MCP-1 (do inglés Monocyte Chemoattractant Protein 1)
pelos adipécitos (Rohm et al., 2022). Este aumento de MCP-1 promove a infiltracédo
de macrofagos do tipo M1 no tecido adiposo branco, que, diferentemente dos
macrdéfagos do tipo M2, possuem fenétipo pré-inflamatério e atua secretando IL-6, IL-
18 e TNFa, como é ilustrado na figura 2 (Lumeng, Bodzin and Saltiel, 2007; Olefsky
and Glass, 2010; Fujisaka, 2020). A partir disso, a inflamacdo é estabelecida de
maneira cronica. Enquanto em individuos magros a quantidade de macrofagos no
tecido adiposo é de 5-10%, em obesos a populagcéo desse tipo celular pode chegar a
50% do tecido adiposo total (Weisberg et al., 2003; Chylikova et al., 2018).



19

Leanness Obesity
M2 macrophage M1 macrophage FFA
predominance predominance §=;

Adiponectin

(Lo
S
Bt s

IL-1B
IL-6
iINOS

E M1 ATMs @ M2 ATMs

Figura 2 Mudanca da polarizagcdo do fenétipo M1/M2 em individuos obesos. ATMs: adipose tissue
macrophages. MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1. FFA: free fatty acids. TNFa: tumor necrosis fator alpha.
IL-1B: interleukine 1. IL-6: interleukine 6. INOS: nitric oxide synthase inducible. (Fonte: Fujisaka, 2020)

1.3.2 Papel dos acidos graxos livres e seus metabdlitos na inflamacao

Os acidos graxos sdo uma classe de lipideos caracterizada estruturalmente por
serem uma cadeia de carbonos associada a um grupo carboxila (Tvrzicka et al., 2011).
Eles ocupam papel importante no metabolismo, sendo estocados na forma de
triglicerideos durante o estado alimentado e tornam-se o principal substrato energético

durante o jejum (De Carvalho and Caramujo, 2018).

A obesidade costuma estar associada a uma dieta hipercal6rica, rica em
carboidratos e lipideos, onde ocorre aumento dos niveis de acidos graxos no sangue.
Os acidos graxos livres, principalmente acidos graxos saturados, atuam como
substancias pro-inflamatorias, estimulando os receptores TLR4 (do inglés Toll Like
Receptor 4) em macrofagos (Rocha et al., 2016). Os TLR4 atuam como receptores de
reconhecimento de microrganismos e sdo parte da resposta imunoldgica inata,
protegendo o organismo contra infeccfes. A ativacdo de TLR4 estimula vias pro-
inflamatorias como IKK-B/NFkB e JNK/AP-1, culminando na secre¢cdo de citocinas
como IL1B, IL-6, TNFa e MCP-1 (de Luca and Olefsky, 2008; Neacsu et al., 2013;
Gupta et al., 2015).

No péncreas, niveis cronicamente elevados de &cidos graxos livres causam,
além de ativacao de vias pro-inflamatérias, aumento da formacéo de espécies reativas
de oxigénio e apoptose das células beta pancreaticas, caracterizando um estado de
lipotoxicidade (Cusi, 2010; Hudish, Reusch and Sussel, 2019). Esta lipotoxicidade
pode ser definida como os efeitos do excesso de &cidos graxos/lipideos em tecidos
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ndo adiposos sobre 0 metabolismo da glicose, que surge pelo prejuizo na sinalizagéo

insulinica causado pelos fatores inflamatorios gerados (Engin, 2017).

A protecao contra a lipotoxicidade ocorre por meio do aumento da oxidagao de
acidos graxos ou estimulo de seu armazenamento como triglicerideos no tecido
adiposo, impedindo o acumulo ectdpico de lipideos no organismo. No entanto, a
oxidacao exacerbada de acidos graxos aumenta a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, causando estresse do reticulo endoplasmatico e disfuncédo mitocondrial. No
pancreas, a diminui¢do da capacidade oxidativa mitocondrial afeta a producdo de ATP
e consequentemente o estabelecimento da relacdo ATP/ADP, necesséria para a
secrecao de insulina, causando disfuncéo da célula beta (Yazici and Sezer, 2017). O
aumento da oxidac&o de acidos graxos ainda pode resultar em acumulo de Acetil-CoA
e citrato, intermediérios que inibem a oxidacéo de glicose pela inibicdo de enzimas da
via glicolitica. No figado a captacdo de glicose ocorre via GLUT2, que entra na via
glicolitica. Enquanto citrato inibe a fosfofrutoquinase-1, enzima que controla um passo
limitante da glicdlise, o Acetil-CoA inibe a enzima e piruvato-quinase. Com isso, ha
acumulo de glicose-6-fosfato, que inibe a enzima hexoquinasen, culminando na

reducdo da captacéo de glicose atravé de GLUT2 (Chabowski et al., 2013).

Durante o processo de mobilizacdo destes lipideos ectépicos, alguns
intermediarios com capacidade pro-inflamatoria sdo formados. Na obesidade,
enguanto a ATGL (do inglés Adipose Triglyceride Lipase) tem seu conteudo e funcdo
normais, a HSL (do inglés Hormone-Sensitive Lipase) apresenta contetudo reduzido
(Jocken et al., 2010). Isso resulta na formagéo e acumulo de DAG (Diacilglicerol), um
importante sinalizador capaz de ativar a via IKK-B/NFkB (Engin, 2017). Embora haja
diferentes subtipos de DAG, cada um com fun¢des especificas, individuos acometidos
por Rl hepética apresentam um acumulo de triglicerideos intra-hepaticos que esta
intimamente associado a um acumulo de DAG. Esse DAG acumulado nos
hepatdcitos, por sua vez, ativa uma PKC (do inglés Protein Kinase C) que fosforila o
receptor de insulina em um residuo de treonina, resultando em inibicdo da atividade
tirosina quinase. Assim, a cascata de sinalizac&o insulinica adiante fica prejudicada
(Petersen and Shulman, 2017). Dessa maneira, o DAG formado por alteracdes no
metabolismo dos acidos graxos é capaz de modificar a sinalizacdo insulinica,
comprometendo a captagao de glicose. Entretanto, deve ser levado em consideragéo

gue as concentragdes intracelulares aumentadas de DAG podem ser resultado tanto
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da hidrolise de fosfatidilinositol da membrana celular como da reesterificacdo de

acidos graxos livres captados pela prépria célula.

Enquanto o DAG é uma molécula intermediaria do metabolismo lipidico, as
ceramidas se apresentam como moléculas lipidicas bioativas que podem ser
originadas da hidrolise da esfingomielina, um lipideo de membrana, pela acdo de uma
esfingomielinase ativada por citocinas pro-inflamatorias, estando relacionadas ao
desenvolvimento de RI (Peraldi et al., 1996; Sawai and Hannun, 1999; Gomez-Mufoz
et al., 2016; Samuel and Shulman, 2016). As ceramidas sdo capazes de inibir a
captacao de glicose, sintese de glicogénio e ativacdo da AKT através da ativacao de
enzimas como a PP2A (do inglés Protein Phosphatase 2A), enzima responsavel pela
desfosforilacdo da AKT, cuja atividade esta estimulada no muasculo esquelético de
individuos obesos e hepatécitos de ratos resistentes a insulina (Dobrowsky and
Hannun, 1993; Itani et al., 2000; Galbo et al., 2011; Larsen and Tennagels, 2014;
Mahfouz et al., 2014). Aléem da defosforilacdo e inativacdo da AKT, as ceramidas
ativam uma isoforma de PKC que é capaz de inibir a translocacdo da AKT até a
membrana dos hepatdcitos (Galbo et al., 2011). A auséncia da AKT na membrana
celular impede a correta sinalizacdo insulinica (Petersen and Shulman, 2017). Por
altimo, uma diminuicdo na ativacdo da AKT resulta em prejuizo na capacidade da
insulina em suprimir a liberacéo de glicose hepatica, e na diminuicdo da captacéo de
glicose nos tecidos muscular e adiposo (Galbo et al., 2011) Dessa maneira, a
formacdo de metabdlitos intermediarios do metabolismo lipidico, como DAG e
ceramidas, apresenta uma associacao direta a Rl, culminando em um ciclo vicioso
onde aumento da formacdo de metabdlitos lipidicos leva a uma diminuicdo de
captacdo de glicose que, por sua vez, leva a estimulacdo do metabolismo lipidico e
formacgédo de seus metabalitos.

1.3.3 Obesidade, dishiose e inflamacéo

A modulacéo da microbiota intestinal tem recebido grande atencao nos ultimos
anos quanto ao seu papel no desenvolvimento de doencas metabolicas. Ela tem
capacidade de aumentar a extracdo de energia dos alimentos, regular a transcricdo
de alguns genes e sintese de proteinas que controlam o balango energético e garantir
a integridade da mucosa intestinal (Saad, Santos and Prada, 2016; Scheithauer et al.,

2020). Embora a diversidade da microbiota seja enorme, a distribuicdo das espécies



22

residentes se da em trés grandes filos, Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria,
presentes em proporc¢des diferentes em individuos magros e obesos. O papel de cada
uma das espécies presentes na microbiota intestinal ainda néo esta exatamente claro
no que concerne a regulagdo do metabolismo intermediario, mas é bem estabelecido
gue mudancgas na microbiota acompanham o IMC e habitos alimentares (De Vos et
al., 2022).

Em individuos obesos, por exemplo, h& diminuicdo da populacédo da espécie
Akkermansia muciniphila, e seu reestabelecimento é associado a melhora da
sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose (Everard et al., 2013). Por outro lado, o
transplante de fezes de animais obesos para animais magros foi capaz de induzir ao
aumento da adiposidade e RI (Ridaura et al., 2013). Quanto aos habitos dietéticos, o
fornecimento de uma dieta rica em lipideos a camundongos também propiciou
modificacdes na microbiota residente, promovendo o aumento das populacdes de
bactérias relacionadas ao aumento de extracdo de energia e ao aumento da massa

corporal (Daniel et al., 2014).

A estabilidade da microbiota € importante para a manutencdo da
permeabilidade intestinal. Carboidratos nado digeriveis sdo fermentados pela
microbiota intestinal, que libera &cidos graxos de cadeia curta como acetato,
propionato e butirato como produtos do seu metabolismo. Esses &cidos graxos estéo
associados ao aumento da producdo de muco intestinal, aumento da producéo das
proteinas ocludina e zonulina, responsaveis pelas tigh-junctions, aumento da oxidacéo
de &cidos graxos, reducdo de massa corporal, aumento da secrecao de GLP-1 (do
inglés Glucagon-Like Peptide 1) e melhora da sensibilidade a insulina, além de possuir
efeito anti-inflamatoério pela inibicdo da via NFkB (De Vos et al., 2022; Fahed et al.,
2022; Portincasa et al., 2022). Os efeitos desses acidos graxos se dao pela ativacao
de receptores acoplados a proteina G, especialmente GPR41 (do inglés Orphan G
Protein-Coupled Receptor 41) e GPR43 (do inglés Orphan G Protein-Coupled
Receptor 43) (Kobayashi et al., 2017).

Logo, mudancas na microbiota podem causar disbiose, diminuindo a formacao
acidos graxos de cadeia curta e aumentando permeabilidade intestinal. Um dos
problemas associados ao aumento da permeabilidade intestinal € o aumento dos
niveis circulantes de LPS (Lipopolissacarideos) produzidos e secretados por bactérias

do tipo Bacterioidetes. Estes LPS s&do potentes estimuladores dos TLR4 e da
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formacdo de NLRP3 em macrofagos. Além disso, h4 evidéncias de que os LPS
também estimulam a secrecdo de MCP-1, colaborando para o desenvolvimento do
estado pré-inflamatério do individuo (Saad, Santos and Prada, 2016; Tang et al.,

2021). Esses eventos sdo esquematicamente demonstrados na figura 3.

Na obesidade e em situacéo de fornecimento de dieta hiperlipidica, h4 aumento
de Firmicutes e diminuicdo de Bacterioidetes. Logo, o aumento de LPS no sangue
observado nessas situagdes ocorre por aumento da permeabilidade intestinal. Alguns
estudos ja mostraram que uma dieta hiperlipidica € capaz de aumentar 0s niveis
circulantes de LPS, mesmo que de forma transiente. Os niveis de LPS se mostraram
elevados entre uma e cinco horas apés o consumo de uma refei¢cao rica em gorduras
(Cox, West and Cripps, 2015; Candido, Bressan and Alfenas, 2018). Esse aumento
nao ocorre apenas pela perda de integridade da mucosa intestinal, mas também pelo
fato de que os LPS sédo transportados no sangue através dos quilomicrons, e a
digestao de lipideos contribui para o0 aumento da producédo dessas lipoproteinas (Cox,
West and Cripps, 2015; Scheithauer et al., 2020). Além disso, a dieta rica em lipideos
por si s atua diminuindo a expressao de genes relacionados a proteinas das tigh-

junctions, aumentando a permeabilidade intestinal (Rohr et al., 2020).
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Figura 3 Relagdo entre dieta, microbiota e doencgas associadas a obesidade. A dieta hiperlipidica e 0 aumento
do IMC modificam a microbiota intestinal, causando diminuigdo da producao de &cidos graxos de cadeia curta e
aumento da permeabilidade intestinal, levando ao estabelecimento do processo inflamatério. IMC: indice de massa
corporal. TLR: toll like receptor. SCFA: short-chain fatty acids. LPS: lipopolysaccharide. (Fonte: Cox, West e Cripps,
2015).
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1.4 Progressdo da resisténcia a insulina e desequilibrios no metabolismo
lipidico

A RI é definida como a incapacidade do pancreas de secretar insulina em
resposta ao aumento da glicemia ou a perda da capacidade dos tecidos em executar
as acOes promovidas pela ativagao do seu receptor (Bovolini et al., 2021). Sem as
acOes mediadas pela insulina, os tecidos insulino-dependentes tém seu metabolismo

alterado e efeitos sistémicos sao gerados.

Além do efeito classico sobre a translocagdo de GLUT4 (do inglés Glucose
Transporter 4) para a membrana celular, no individuo saudavel, a ligacao da insulina
ao seu receptor tirosina quinase também desencadeia uma série de eventos que
culminam na fosforilagdo e ativagdo da AKT. A AKT atua, por vias indiretas,
estimulando a glicogénio-sintase e inibindo a HSL. A insulina também é capaz de
impedir a producdo hepatica de glicose pela inibicdo da glicogénio-fosforilase
(Templeman et al., 2017; McCracken, Monaghan and Sreenivasan, 2018; Lan et al.,
2019). Estes sdo apenas alguns dos efeitos que garantem a homeostase do

metabolismo intermediario durante o periodo alimentado.

Os niveis séricos de insulina variam de acordo com a progressédo da Rl. Como
pode ser observado na figura 4, em um primeiro momento, a perda da sensibilidade é
compensada com hiperinsulinemia, mantendo a homeostase da glicose. Essa
hiperinsulinemia € possivel pelo aumento do tamanho e da atividade das células beta
pancreaticas. Se o estimulo for crénico, em um dado momento as células entram em
exaustdo e perdem a capacidade de secretar insulina. Nesse momento, os niveis de
insulina diminuem e ocorre hiperglicemia (Kahn, Hull and Utzschneider, 2006; Hudish,
Reusch and Sussel, 2019). Dessa maneira, os desfechos sistémicos observados pela
perda da sensibilidade a insulina sdo multiplos e dependentes do estagio da doenca,
sendo que ha grande comprometimento do metabolismo do figado, musculo

esquelético e tecido adiposo.
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Figura 4 Mudancas nas concentragdes séricas de insulina em jejum e no estado alimentado em individuos
magros, obesos, insulino-resistentes e diabéticos tipo Il e sua relagcdo com a célula beta-pancreéatica. Em
resposta a hiperglicemia, as células beta passam por uma resposta adaptativa que gera hipertrofia da célula e
aumento da secregédo de insulina. Com a progressao da doenga, as células sofrem apoptose e ha diminui¢cao dos
niveis de insulina no sangue em resposta ao aumento da glicemia. GSIS: glucose-stimulated insulin secretion. IGT:
impaired glucose tolerance. T2DM: type 2 diabetes mellitus. (Fonte: Hudish, Reusch e Sussel, 2019).

No individuo insulino-resistente, a hiperglicemia ocorre em virtude da menor
captacao da glicose pelos tecidos periféricos, principalmente musculo esquelético, e
pelo aumento da producdo hepatica de glicose. Os niveis cronicamente elevados
causam glicotoxicidade, acarretando desenvolvimento de doengas associadas como
aterosclerose, retinopatias e nefropatias (Zheng et al., 2016; Zheng, Ley and Hu,
2018). Outros prejuizos estdo associados a lipotoxicidade, causada pelo aumento dos
acidos graxos circulantes derivados da lipdlise no tecido adiposo, resultado da
auséncia de inibicdo da insulina sobre a HSL (Morigny et al., 2016). Os acidos graxos
livres agravam este quadro causando danos as células beta pancreéticas e aumento
do estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico. O aumento de &cidos graxos
estimula a oxidacdo mitocondrial desses substratos, e ainda é um paradoxo se este

efeito é benéfico ou nao.
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E importante ressaltar que ha diferencas quanto & contribuicdo do tecido
adiposo visceral e subcutaneo no agravamento da RI. Pela sua localizacdo anatémica,
a lipdlise no tecido adiposo visceral resulta na liberacao de acidos graxos diretamente
no sistema porta, sobrecarregando o figado (Matsuzawa et al., 1995; Klein et al.,
2022). Somado a isso, enquanto o pancreas ainda é capaz de secretar insulina
adequadamente, a hiperinsulinemia promove aumento de SREBPL1 (do inglés Sterol
Regulatory Element Binding Protein 1), aumentando a lipogénese e resultando no
acumulo de triglicerideos no figado, estabelecendo um quadro de esteatose que pode

progredir para esteatohepatite ndo alcodlica (Wendel et al., 2013).

Dito isso, é possivel estabelecer a obesidade e hiperalimentacdo como o fator
desencadeante da inflamacao crénica de baixo grau que, por sua vez, prejudica a
sinalizagdo da insulina, causando resisténcia ao hormonio. A perda da sensibilidade
insulinica desencadeia uma série de alteracdes metabdlicas, incluindo o aumento de
acidos graxos no sangue, reiniciando o ciclo hiperlipidemia-inflamagéo-RI, culminando
no desenvolvimento de SM e DM2. O resumo das alteracdes nos adipécitos que levam
ao desenvolvimento de inflamacéo e RI, bem como os efeitos sistémicos da RI s&o

demonstrados na figura 5.
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Figura 5 Interagdo entre adipdcitos, inflamacéo e resisténcia a insulina. O desenvolvimento da resisténcia &
insulina pelo tecido adiposo branco resulta no aumento da lipdlise e lipotoxicidade sistémica, contribuindo para o
desenvolvimento de esteatose hepética, diminuicdo da captacéo de glicose pelo musculo esquelético e dano as
células beta-pancreaticas. Os efeitos contribuem para o aumento da resisténcia a insulina, criando um ciclo vicioso
gue culmina no estabelecimento de diabetes tipo 2. CHF: congestive heart failure. CRP: C-reactive protein. HGP:
hepatic glucose production. IL-6: interleukin 6. JNK: C-Jun N-terminal kinase. NAFLD: nonalcoholic fatty liver
disease. NASH: nonalcoholic steatohepatitis. NFKB: nuclear factor of kappa-light-polypeptide gene enhancer in b-
cells. T2DM: type 2 diabetes mellitus. TNFa: tumor necrosis factor alpha. (Fonte: Cusi, 2010).

1.5 Reducado dos lipideos séricos como meta terapéutica no controle da
sindrome metabdlica e do diabetes tipo |l

Além dos lipideos circulantes estarem profundamente envolvidos na
fisiopatologia da SM e do diabetes, eles representam um aumento do risco de
desenvolvimento de doenca aterosclerética por esses pacientes. A dislipidemia é
caracterizada por aumento de colesterol total e LDLc (do inglés Low Density
Lipoprotein), e diminuicdo de HDLc, onde o tratamento da dislipidemia diabética é
recomendado por diversos profissionais no intuito de diminuir o risco cardiovascular
nessa populacéo (Mach et al., 2019). O acompanhamento de pacientes diabéticos tipo
Il tratados com hipoglicemiantes associados a hipolipemiantes e de pacientes tratados
apenas com hipoglicemiantes durante quase oito anos mostrou que 0 primeiro grupo

apresentou menor risco de morte por causas cardiovasculares, menor incidéncia de
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eventos cardiovasculares e menor progressao da doenca para nefropatias e
retinopatias, comprovando os beneficios clinicos da abordagem multiterapéutica
(Geede et al., 2008).

Enquanto alguns hipolipemiantes atuam diminuindo a absor¢éo e sintese de
colesterol ou aumentando sua excrecdo, outros modulam direta ou indiretamente a
expressao e degradacéo de LDLr (do inglés Low Density Lipoprotein Receptor). Além
destes, ha ainda os que agem aumentando a oxidacdo de acidos graxos por vias
dependentes de PPARa (do inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha).
Clinicamente, as estatinas sdo os farmacos mais prescritos no tratamento de
dislipidemia associada ao diabetes, seguidas por ezetimiba e fibratos. Além destes,
os inibidores de PCSK9 (do inglés Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9) séo
uma classe emergente na terapia dislipidémica, alcancando bons resultados quando
associados a estatinas e ezetimiba (Steinmetz, 2002; Chapman et al., 2010; Phan,
Dayspring and Toth, 2012; Gouni-Berthold, 2015; Hirota, Fujita and leiri, 2020).

As estatinas atuam como inibidores competitivos da enzima HMG-CoA
redutase (do inglés 3-Hidroxi-3-Methyl-Glutaril-CoA reductase), impedindo, em dltima
instancia, a biossintese hepatica de colesterol. A diminuicdo dos niveis de colesterol
nos hepatécitos estimula a sintese de LDLr. Uma vez translocados a membrana
celular, esses receptores atuam na captacdo de LDLc e, consequentemente, na
reducdo desta lipoproteina no sangue (Jeon and Blacklow, 2005; Hirota, Fujita and
leiri, 2020). A administracdo de doses médias a altas de estatinas podem causar uma
diminuicdo de até 50% nos niveis de LDLc (Boekholdt et al., 2014), além deste
farmaco também apresentar efeitos discretos sobre os triglicerideos plasmaticos,
diminuindo em até 20% suas concentracdes (Reiner, 2013). A associacao de estatinas
a outros agentes hipolipemiantes é importante para pacientes intolerantes a estatinas
ou que possuam niveis de LDLc plasmatico acima de 70 mg.dL!. Nestes casos, a
dose maxima segura de estatina ndo é suficiente para alcancar a reducéo desejada e
a terapia associada a ezetimiba ou inibidores de PCSK9 é recomendada (Hao et al.,
2022).

A ezetimiba, por sua vez, atua reduzindo a absor¢ao de colesterol da dieta pelo
intestino, através da inibicdo do transportador NPC1L1 (do inglés Niemann-Pick C1
Like 1), presente na membrana apical do enterdcito. Com esse efeito, a quantidade
de colesterol que chega ao figado diminui e, assim como ocorre com as estatinas, o

resultado é o aumento da sintese de LDLr (Phan, Dayspring and Toth, 2012; Xie et
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al., 2012). Os efeitos da ezetimiba sdo menos pronunciados do que o das estatinas, e
sua administracdo na dose de 10 mg.dia* resulta em, no maximo, 22% de reducéo de
LDLc no plasma (Phan, Dayspring and Toth, 2012). A associacao desse medicamento
a terapia com estatinas promove uma reducdo adicional de aproximadamente 24%
nas concentracdes plasmaticas de LDLc e diminuicdo do risco cardiovascular dos
pacientes (Cannon et al., 2015).

N&o é raro a coadministracdo de estatinas e ezetimiba com sequestrantes de
acidos biliares. Os &cidos biliares sao produzidos no figado a partir do colesterol e
secretados no intestino, onde atuam na emulsificacdo de gorduras da dieta. Os acidos
biliares costumam ser reabsorvidos e sua reten¢ao nas fezes consiste na Unica via de
excrecao de colesterol pelo organismo. Os sequestrantes de acidos biliares, como a
colestiramina, sdo farmacos que ndo sao absorvidos pelo trato gastrintestinal, ao invés
disso, ligam-se aos acidos biliares impedindo sua reabsor¢éo (Feng et al., 2021). A
desvantagem desse tipo de intervencgéao € a incidéncia de efeitos colaterais associados
ao sistema digestoério, como constipacdo e nausea, além de interacdo com farmacos
e vitaminas lipossoluveis (Steinmetz, 2002).

Ainda como alvo de farmacos hipolipemiantes, a PCSK9 é a enzima
responséavel pela degradacéo de LDLr e sua associagdo com a manutengao dos niveis
de LDLc foi estabelecida apenas em 2003 (Abifadel et al., 2003). A partir dai, inibidores
de PCSK9 foram desenvolvidos e testados, culminando na producéo dos farmacos
evolocumabe e alirocumabe, disponiveis no Brasil desde 2016 e 2019,
respectivamente. Estes medicamentos sdo administrados por via subcutanea em
intervalos que variam de duas semanas a um més (Gouni-Berthold, 2015; ANVISA,
2016, 2019). Quando associados a estatinas ou outros farmacos hipolipemiantes, as
concentracbes de LDLc plasméatico podem reduzir em até 60% de maneira dose-
dependente. Embora os efeitos desses farmacos sejam muito promissores, 0s custos
sao elevados, dificultando o acesso ao tratamento (Moriarty et al., 2015).

Por ultimo, os fibratos representam a classe farmacoldgica dos agonistas de
PPARa. A ativacdo do PPARa promove a transcricdo de genes relacionados ao
transporte e oxidacao de &cidos graxos (Montagner et al., 2016; Naiman et al., 2019).
Os fibratos sdo capazes de reduzir a trigliceridemia em até 50%, e o LDLc plasmatico
em até 20% (Chapman et al., 2010). Na pratica clinica, podem ser prescritos como

monoterapia ou ainda associados a estatinas.
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1.6 Uso de produtos naturais no controle lipidico

Ao longo da historia, a busca por moléculas bioativas em produtos naturais
provou ser uma importante ferramenta no desenvolvimento de agentes
farmacoldgicos. Entre as aplicacdes, destaca-se a identificacdo e uso dessas
substancias como modelos moleculares para posterior produ¢céo de drogas sintéticas
ou a mimetizacdo da atividade de uma molécula biolégica. Para exemplificar, apenas
24,6% das drogas aprovadas pelo FDA (do inglés Food and Drug Administration —
EUA) entre 1981 e 2020 séo totalmente sintéticas e 67,9% tem algum tipo de origem
natural (Newman and Cragg, 2020).

Embora haja opcbes farmacolégicas disponiveis no tratamento de
dislipidemias, a busca por novas moléculas bioativas é importante para pacientes
intolerantes a estatinas, assim como para o0 desenvolvimento de tratamentos
adjuvantes. Talvez o exemplo de produto natural clinicamente mais utilizado
atualmente na diminuicéo de lipideos séricos seja 0 6mega-3, derivado do 6leo de
peixe. A suplementacdo de 2-4 g.dia! dos A&cidos eicosapentaenoico e
docosahexaenoico atua aumentando a sintese de LPL (do inglés Lipoprotein Lipase)
e a oxidacdo de &cidos graxos, e diminuindo a sintese de lipideos, culminando na
diminuicdo de triglicerideos plasmaticos em até 45% de maneira dose-dependente
(Bays et al., 2011; Backes et al., 2016; Stroes et al., 2018).

Quanto as moléculas bioativas de origem vegetal, a berberina, uma molécula
alcaloide presente em diversas plantas como Coptis chinensis, Phellodendron
chinense, e Mahonia bealei, foi capaz de diminuir as concentracdes de LDLc e
triglicerideos em pacientes portadores de DM2 (Hu, Yu and Wang, 2011; Lan et al.,
2015; Zhu et al., 2020). Entre estes compostos bioativos, moléculas alcaloides estao
presentes em diversas espécies de plantas e cogumelos e muitas vezes sao
relacionadas a regulacdo do metabolismo lipidico por diferentes vias, como no
controle da expressdo de HMG-CoA redutase, dos receptores de LDLc, sobre o
aumento da sensibilidade a insulina e sobre ativacdo de PPARa (Bourebaba et al.,
2016; He et al., 2016; Yu et al., 2016; Bhambhani, Kondhare and Giri, 2021).

Inimeros cogumelos ja foram associados a alguma forma de controle do
metabolismo lipidico, sendo capazes de regular lipideos séricos e hepaticos, bem
como a massa corporal. A espécie Cordyceps militaris ja foi associada a diminuicao

de lipideos séricos por inibicdo de NPC1L1, aumento da expressdo de LDLr e dos
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transportadores ABCG5 (do inglés ATP Binding Cassette Subfamily G Member 5) e
ABCGS8 (do inglés ATP Binding Cassette Subfamily G Member 8) envolvidos na
excrecao de acidos biliares. Esta espécie também atuou aumentando a expresséao de
PPARa e ATGL, e diminuindo a expressao de SREBP1 (Hu et al., 2019; Boontiam et
al., 2020; Yu et al.,, 2021; Li et al.,, 2022). O género Ganoderma sp. também é
amplamente estudado, e seus efeitos sdo relatados na literatura como aumento de
HSL, ACOX (do inglés Acyl-CoA Oxidase), CPT1l (do inglés Carnitine
Palmitoyltransferase 1), AMPK (do inglés Adenosine Monophosphate-activated
Protein Kinase) e PPARq, e diminuicdo de FAS (do inglés Fatty Acid Synthase),
SREBP1 e ACC (do inglés Acetyl-CoA Carboxylase) (Bu et al., 2020; Huang et al.,
2020; Jeong and Park, 2020; Subramaniam et al., 2020; Romero-Cordoba et al.,
2021). A espécie Grifola frondosa, assim como as estatinas, inibe a agdo da HMG-
CoA redutase e possui outros mecanismos associados ao aumento da producédo e
excrecdo de sais biliares, aumento da oxidacdo de acidos graxos e diminuicdo da
sintese de lipideos (Pan et al., 2018; Li et al., 2019; Guo et al., 2020; Wang et al.,
2021).

Enquanto algumas espécies possuem efeitos fortemente associados a
regulacdo da transcricdo génica e sintese de determinados fatores, outras espécies
emergem como potenciais agentes hipolipidémicos sem mecanismos associados. E o
caso dos cogumelos Basidiomycetes-X, Phellinus igniarius, Tremella fuciformis e
Pycnoporus sanguineus (Dong et al., 2020; Khatun, Sato and Konishi, 2020; Rech et
al., 2020; Von Dentz et al., 2020; Zhang et al., 2023).

1.7 Potencial terapéutico de Pycnoporus sanguineus e suas aplicacdes na area
da Saude

O género Pycnoporus pertence ao filo Basidiomicota, ordem Polyporales e
familia Polyporaceae. Esse género € dividido em quatro espécies com diferentes
origens geogréficas, sendo que P. sanguineus é encontrado em regides tropicais e
subtropicais (Levasseur et al., 2014). P. sanguineus € conhecido popularmente como
orelha-de-pau sendo encontrado na madeira, onde se fixa e se alimenta. Sua cor
laranja-avermelhado é caracterizada pela presenca de pigmentos do tipo alcaloide
como a cinabarina, tramesanguina, acido cinabarinico e outras fenoxazonas (Sullivan
and Henry, 1971; Achenbach and Blimm, 1991; Dias and Urban, 2009). Além desses
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pigmentos, outras moléculas como ergoesterol, lambertelina, enzimas lignoliticas e
lacases ja foram identificadas (Dias and Urban, 2009; Camarero et al., 2012; Jouda et
al., 2018).

Devido ao teor de enzimas lignoliticas e lacases nos cogumelos pertencentes
a este género, as aplicagbes de Pycnoporus sp. sdo amplamente estudadas no setor
biotecnoldgico dentro da industria de alimentos, papel, corantes e na degradacao de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Eggert, 1997; Garcia, Santiago and Ulhoa,
2006; Camarero et al., 2012). Contudo, estudos que avaliam a aplicacdo de
Pycnoporus sp. e seus derivados nha area da salude sao escassos e recentes. Existem
relatos do uso da espécie por comunidades do nordeste do Brasil que consideram a
utilizacao de infusdes do basidioma para o tratamento de célicas gastricas e renais,
asma e para diminuicdo do sangramento durante a menstruacdo. Contudo, nenhum
uso para controle de disturbios no metabolismo intermediario foi relatado por essas
populacdes (Andrade et al., 2021).

Os compostos identificados e extraidos de P. sanguineus foram avaliados em
alguns contextos na area da saude. A cinabarina € uma molécula que possui ainda
hoje funcéo biolégica desconhecida, possui peso molecular 286,243 g.mol* e férmula
molecular C14H10N20s, sendo uma molécula organica do tipo alcaloide. Um estudo
avaliou a toxicidade da cinabarina em ratos e observou que a maior concentracao
utilizada (1000 mg.kg') ndo foi suficiente para matar os animais ou causar danos
morfolégicos no figado e rins (Sménia et al., 2003). Esta molécula ja foi associada a
acdo antiviral pela capacidade de diminuir a infec¢éo pelo virus da raiva em cultura
celular, e a efeito antibacteriano, pela inibicdo do crescimento de Bacillus cereus,
Leuconostoc plantarum e Klebsiella pneumoniae (Smania, Smania Juanior and
Loguercio-Leite, 1998; Smania et al., 2003).

Embora pouco se conheca sobre os efeitos da cinabarina, sabe-se que outras
moléculas da mesma familia como o proprio acido cinabarinico e a fenoxazinona
podem atuar no sistema nervoso ativando receptores metabotrépicos de glutamato,
no fortalecimento do sistema imunologico estimulando a producéo de linfocitos, além
de possuirem atividade neuroprotetora, antibacteriana e antioxidante (Eggert, 1997;
Fazio et al., 2012, 2014; Lowe et al., 2014, Polak et al., 2016). Os efeitos da ativagéo
do acido cinabarinico sobre o0s receptores metabotropicos de glutamato foram

investigados em um modelo de dor neuropética e verificou-se que a molécula produziu
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analgesia a partir da administracdo de 0,125 mg.kg? por via intraperitoneal
(Notartomaso et al., 2022).

O &cido cinabarinico enddgeno, gerado pelo metabolismo do triptofano,
também pode exercer efeitos hepatoprotetores pela ativacdo do receptor de
hidrocarboneto aril, promovendo a expresséo de staniocalcina 2 (Lowe et al., 2014;
Joshi et al., 2015). Esses efeitos foram investigados com mais profundidade
recentemente e observou-se que a injecdo intraperitoneal de acido cinabarinico (12
mg.kg?t) trés vezes por semana, durante 6 semanas, em camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica, foi capaz de diminuir o ganho de peso e a esteatose hepatica
e aumentar a tolerancia a glicose. Essa melhora se deu por regulacdo de genes
envolvidos na sintese e oxidagéo de lipideos e na resposta inflamatdria. O tratamento
promoveu diminuicdo de CD36 (do inglés Cluster of Differentiation 36), ACC, FAS,
SCD1 (do inglés Stearoyl-CoA Desaturase 1), SREBP1, PPARYy (do inglés Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor gamma), TNFa, TGF3 e MCP-1, e aumento de CPT1a
e CPT2 (Patil et al., 2022). Destaca-se que estes estudos utilizaram acido cinabarinico
produzido quimicamente e nao a partir da extracéo de produtos naturais.

Quanto aos estudos envolvendo moléculas extraidas de P. sanguineus, ja foi
atribuido ao ergoesterol atividade leishmanicida. Todavia, os autores também
observaram essa atividade em outras fracbes do extrato livres de ergoesterol,
concluindo que outras moléculas deveriam ser identificadas e estudadas (Correa et
al., 2006). Mais recentemente, foi avaliado o efeito anti-inflamatoério da lambertelina
extraida de P. sanguineus. Nesse estudo, o pré-tratamento com a lambertelina em
macrofagos com inflamacéo induzida por LPS foi capaz de diminuir a liberacdo das
citocinas pro-inflamatérias IL-6 e IL-1B por modulacéo das vias MAPK e NFkB (Jouda
et al., 2018). Efeitos anti-inflamatérios e anti-apoptéticos também foram associados
ao extrato etandlico e aos polissacarideos de P. sanguineus. Através desses efeitos
houve restauracdo da barreira epitelial intestinal de camundongos expostos a um
modelo de colite ulcerosa (Chen et al., 2020; Li et al., 2020).

O extrato metandlico de P. sanguineus foi capaz de inibir o crescimento de uma
série de bactérias e fungos. Antibiogramas e antifungigramas com discos
impregnados com o extrato inibiram o crescimento das bactérias Staphyloccocus
aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e dos fungos Candida albicans, Candida krusei, Candida maltosa,
Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes (Al-Fatimi et al., 2013).
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A capacidade antioxidante de P. sanguineus foi avaliada em alguns estudos e
recentemente foi aplicada no tratamento de Ulceras diabéticas em camundongos
C57BL/6 com diabetes induzida por STZ (estreptozotocina). Nesse estudo foram
produzidas e aplicadas nanoparticulas de prata revestidas com polissacarideos de P.
sanguineus, cuja intervencdo acelerou a cicatrizagdo e reduziu o processo infeccioso
(Borderes et al., 2011; Jaszek et al., 2015; Gambato et al., 2016; Huang et al., 2023).

No que concerne aos efeitos sobre 0 metabolismo intermediario, n0sso grupo
de pesquisa identificou que o extrato hidroalcodlico de P. sanguineus apresentou
efeito hipolipidico em ratos diabéticos tratados por 30 dias. O tratamento promoveu
diminuicdo dos niveis plasmaéticos de triglicerideos, colesterol total e colesterol ndo-
HDL a valores considerados normais. Acredita-se que o efeito observado possa ser
atribuido & molécula cinabarina, molécula majoritaria na composicdo do extrato
utilizado (Von Dentz et al., 2020). Outro estudo recente identificou que a administragao
de racdo suplementada com o micélio de P. saguineus também promoveu diminuicéo
dos niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol ndo-HDL em ratos diabéticos
(Rech et al., 2020). Em outro estudo do nosso grupo, o tratamento com o extrato de
P. sanguineus também foi capaz de promover o ganho de massa corporal e 0 aumento
da oxidacao de glicose a CO: e sintese de lipideos a partir de glicose no tecido adiposo
retroperitoneal em ratos diabéticos (Von Dentz, 2018). Esse perfil de atuacdo sugere
gue o extrato de P. sanguineus pode atuar ativando PPARa e PPARYy.

Recentemente, um estudo mostrou o efeito hipolipidémico in vivo de diferentes
tipos de fenoxazinonas produzidas de forma sintética. Posteriormente, pela técnica de
docking molecular, esse mesmo estudo comprovou que essas moléculas sao potentes
agonistas do PPARa. A modulagao do PPARa pelas moléculas estudadas foi atribuida
a existéncia do grupo carboxamida, semelhante ao encontrado nas moléculas
cinabarina e acido cinabarinico (Ugwu et al., 2018).

Com base nesses dados, fica evidente que a espécie de basidiomiceto P.
sanguineus € uma fonte de moléculas pouca exploradas que podem atuar como
agentes farmacoldgicos. A acdo sobre o metabolismo lipidico € uma das linhas que
comeca a ser delineada, mas ainda carece de informacgdes quanto as vias reguladas

€ compostos responsaveis por tal efeito.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipd6tese

Existem evidéncias que o extrato de P. sanguineus tem o potencial para ser
utilizado como um nutracéutico no tratamento de dislipidemias relacionadas a doencgas
metabdlicas, como diabetes mellitus, obesidade e SM. Assim, o extrato pode atuar
sobre vias bioquimicas ligadas ao metabolismo de lipideos levando a normalizacéo

de seus niveis.

2.2 Objetivo geral da revisdo narrativa

Analisar criticamente os estudos publicados nos ultimos cinco anos que
investigaram o impacto das espécies de cogumelos e seus compostos bioativos no
metabolismo lipidico, identificando os principais fatores modulados e os desfechos

sistémicos obtidos.

2.3 Objetivos especificos da revisdo narrativa

e Identificar os estudos cientificos que avaliaram os efeitos de cogumelos sobre
0 metabolismo lipidico publicados nos ultimos cinco anos em revistas
indexadas aos repositérios PubMed/NCBI, Scopus e Web Of Science.

e Catalogar as espécies e compostos bioativos mencionados nos estudos
selecionados.

e Relacionar as espécies catalogadas aos desfechos sistémicos provocados no
gue concerne ao metabolismo lipidico.

e Investigar os mecanismos pelos quais 0s cogumelos utilizados nos estudos
modularam o metabolismo lipidico.

e Promover uma visdo geral dos mecanismos atribuidos a cada espécie pelos
diferentes estudos nos ultimos cinco anos.

e Identificar lacunas nos estudos existentes e propor direcdes futuras para a
pesquisa neste campo.
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2.4 Objetivo geral do estudo experimental

Investigar as vias metabdlicas pelas quais o extrato de P. sanguineus atua para

produzir efeitos hipolipidicos em ratos portadores de SM e portadores de diabetes

induzido por STZ (tipo I). A investigagéao foi realizada pela avaliagdo do metabolismo

hepatico e do tecido adiposo por meio da analise das vias de sintese e catabolismo

de carboidratos e lipideos, além de marcadores moleculares relacionados.

2.5 Objetivos especificos do estudo experimental

¢ |dentificar as moléculas presentes no extrato hidroalcodlico de P. sanguineus.

e Determinar as concentracdes de cinabarina e acido cinabarinico no extrato

hidroalcodlico de P. sanguineus.

e Submeter ratos portadores de SM ao tratamento com o extrato hidroalcodlico

de P. sanguineus e apés:

©)

Avaliar a massa corporal total, massa do figado e massa do tecido
adiposo retroperitoneal.

Determinar os niveis colesterol total, HDLc, LDLc, triglicerideos, glicose
e insulina séricos.

Calcular o indice de Rl (HOMA-IR — do inglés Homeostasis Model of
Assessment of Insulin Resistance).

Quantificar as enzimas transferases hepaticas (AST e ALT — do inglés
Aspartate Aminotransferase e Alanine Aminotransferase,
respectivamente).

Determinar o contetudo hepatico de triglicerideos, a lipdlise no tecido
adiposo retroperitoneal e a oxidacdo de acetato e palmitato em ambos
os tecidos.

Determinar o conteudo de glicogénio, glicogénese hepética e oxidacéo
de glicose no figado e no tecido adiposo retroperitoneal.

Quantificar a expressdo génica de PPARa (do inglés Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor alpha) no figado e PPARy ( do inglés

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma) no tecido adiposo.

e Submeter ratos portadores de diabetes induzido por STZ ao tratamento com o

extrato hidroalcodlico de P. sanguineus e apos:
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Avaliar a massa corporal total, massa do figado e massa do tecido
adiposo retroperitoneal.

Determinar os niveis colesterol total, HDLc, LDLc, triglicerideos e glicose
seéricos.

Quantificar as enzimas transferases hepéticas (AST e ALT).

Determinar o conteudo triglicerideos, a lipogénese a partir de glicose e
a oxidacao de acetato e palmitato no figado.

Determinar o conteudo de glicogénio, glicogénese hepética e oxidacdo
de glicose no figado.

Quantificar a expressdo génica de PPARa (do inglés Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor alpha) no figado e PPARy ( do inglés

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma) no tecido adiposo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos, local e exequibilidade

As técnicas descritas a seguir foram realizadas em laboratérios da UFRGS e
da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Enquanto o cultivo do cogumelo e a
producdo do extrato foram realizados no Laboratério de Enzimas e Biomassas da
UCS, a andlise do extrato e os experimentos envolvendo animais foram realizados na
UFRGS, no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA-UFRGS) e no
Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) do Departamento
de Fisiologia (UFRGS), respectivamente.

Todos os procedimentos desse estudo estdo de acordo com a Lei Arouca (Lei
n. 11.794, 2008) que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e dos
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, formulados pela Sociedade Brasileira de
Animais de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Este projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Uso de Animais (CEUA) da
UFRGS e esta registrado no sistema dessa universidade sob o numero 35657 (anexo
). Os responsaveis pelo manuseio dos animais passaram por treinamento prévio e
possuem experiéncia com o protocolo experimental e com a pratica de eutanasia.

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) concedeu autorizacdo de acesso ao componente do patriménio genético das
amostras. A autorizacdo esta registrada sob o cadastro de nimero ACCE626, no
Sistema Nacional de Gest&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen).

A estirpe de fungo utilizada nesse trabalho foi a espécie Pycnoporus
sanguineus, linhagem 14G. A cepa foi coletada na cidade de S&o Francisco de Paula,
Rio Grande do Sul, Brasil (29° 26’ 52" S, 50° 35' 2" W). O micélio foi isolado e esta
armazenado no Laboratério de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do
Sul. A exsicata do macrofungo coletado apos isolamento em meio artificial esta
depositado no Herbério da Universidade de Caxias do Sul, na micoteca da mesma
(HUCS/MIUCS).
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3.2 Selecdo dos estudos cientificos para elaboracdo de uma revisdo narrativa
Para encontrar estudos que avaliassem os efeitos de cogumelos sobre o
metabolismo lipidico, foi conduzida uma pesquisa utilizando os repositorios cientificos
PubMed/NCBI, Scopus e Web of Science. Foram utilizados os seguintes termos de
busca: “mushroom”, “mushroom and lipid metabolism” e “lipid metabolism”, bem como
suas formas plurais. Estas buscas foram realizadas entre fevereiro e maio de 2023,
respeitando um corte temporal dos ultimos cinco anos de publicacdo. Apenas artigos
experimentais e escritos na lingua inglesa foram selecionados, e todos os autores
conduziram suas buscas de forma independente. Posteriormente, 189 artigos
encontrados foram reunidos e suas duplicatas eliminadas, totalizando 109 artigos.
Dois avaliadores analisaram de forma independente quais artigos deveriam ser
incluidos na revisdo. Apés isso, foi realizada uma avaliag&o criteriosa dos trabalhos
selecionados, onde foram excluidos artigos que avaliaram apenas efeitos in vitro, in
silico ou que nao tinham como foco a avaliacdo direta do metabolismo de lipideos.

Dessa maneira, 67 artigos foram selecionados para a redacéo desta revisao.

3.3 Obtencdo e andlise do extrato

3.3.1 Cultivo do cogumelo

As condi¢des adotadas para o cultivo e producao do extrato de Pycnoporus
sanguineus foram seguidas conforme descrito por Gambato e colaboradores
(Gambato et al., 2016). Primeiramente, o micélio do cogumelo foi cultivado em placa
de Petri com meio de cultivo contendo 2% serragem de Pinus moida, 2% farelo de
trigo moido, 0,2% carbonato de calcio e 2% agar. O micélio foi mantido em estufa pelo
periodo de sete dias a 24°C. ApOs esse periodo os discos colonizados foram
transferidos para sacos de propileno com novo meio de cultivo contendo 94%
serragem de Pinus moida, 5% farelo de trigo moido, 1% carbonato de calcio e 66%
agua.

Os sacos permaneceram fechados pelo periodo de quatro semanas em
ambiente escuro a 24°C para a propagacado do micélio. Apos foram perfurados e
colocados em estufa a 20°C e umidade relativa 80-90% para o crescimento dos
basidiomas. A colheita do macrofungo ocorreu diariamente assim que os basidiomas

comecaram a se formar.
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3.3.2 Produgao do extrato

Apos a colheita, os basidiomas de P. sanguineus foram secos em estufa a 60°C
e macerados em um processador. Foram entdo acrescidos 400 mL de etanol 70°G a
100 g do macrofungo moido e esta mistura foi fervida em destilador a 90°C durante
30 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em papel filtro e a frac&o liquida foi
armazenada para utilizacdo posterior. Ao sélido resultante foram adicionados 400 mL
de agua destilada e a mistura foi novamente fervida em destilador a 100°C durante 60
minutos e em seguida filtrada em papel filtro (Gambato et al., 2016). Foi entédo
preparada uma mistura com quantidades proporcionais de cada fracao liquida obtida.
Esta mistura foi liofilizada e armazenada em frasco ambar em um dissecador a

temperatura ambiente até o momento da utilizacao.

3.3.3 Analise do extrato por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massa (HPLC-MS)

As quantidades relativas de cinabarina e acido cinabarinico do extrato foram
mensuradas através de adaptacdes na metodologia proposta por Dias e Urban (Dias
and Urban, 2009).

Antes da andlise, o extrato foi dissolvido em CH3CN:H20 (50:50, v/v) e filtrado
em membrana PTFE de 0,22 um. Os compostos foram separados em uma coluna de
fase reversa C18 (4 um, 250 mm x 4,6 mm) utilizando como fase mével um gradiente
de CH3CN:H20 (0-2 min 10% CH3CN:H20; 14-24 min 75% CH3CN:H20; 26-30 min
100% CH3CN:H20 e 32-40 min 10% CH3CN:H20). O fluxo da fase mével foi de 0,9
mL/min e a temperatura da coluna foi ajustada para 29 °C. Os espectros foram obtidos
entre 200 e 600 nm e os cromatogramas processados a 450 nm. Apos a saida do
detector DAD, um divisor de fluxo permitiu a entrada de 0,45 mL.min! no EM. Os
espectros de massas foram adquiridos com um scan range de 100 a 800 m/z. Os
parametros da EM foram os seguintes: fonte ESI no modo de ionizagdo positivo;
voltagem do capilar: 3000 V, temperatura do gas de secagem (N2): 310 °C, fluxo: 8
L.min?, nebulizador: 30 psi; fragmentacdo no modo automatico e energia de
fragmentacao da EM2 de 35 eV.

Para quantificacdo dos compostos acido cinabarinico e cinabarina, foi utilizado
acido cinabarinico comercial (Sigma Aldrich, 98% de pureza). As concentracdes estdo

expressas em mg do composto por g de extrato em equivalentes de acido cinabarinico

(mg.gh).
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3.4 Animais

Foram utilizados nesse estudo 64 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var.
Albinus), provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. No experimento
envolvendo a inducdo de sindrome metabdlica os animais chegaram ao biotério com
23 dias de vida. No experimento envolvendo a inducdo do diabetes os animais
chegaram ao biotério com 76 dias de vida. A administracdo do extrato, independente

do modelo, iniciou-se quando os animais atingiram 90 dias de vida.

Os animais foram mantidos no biotério setorial (ICBS), acomodados em caixas
padrdo de tamanho 340 mm x 410 mm x 200 mm, totalizando 110 cm? de piso e
separados em grupos de dois a trés animais por caixa, com livre acesso a alimentacao
e a agua, em ambiente com temperatura controlada entre 23°+2°C, com ciclo

claro/escuro de 12 horas.

3.5 Avaliacdo dos efeitos do extrato de Pycnoporus sanguineus sobre o

metabolismo intermediario de ratos Wistar portadores de Sindrome Metabdlica

3.5.1 Inducéo da Sindrome Metabdlica (MetS)

Para inducdo da Sindrome Metabdlica (Mets), os animais receberam dieta
hiperlipidica produzida de maneira artesanal, contendo 35,17% de lipideos, 55,57%
de carboidratos e 9,26% de proteinas durante 60 dias (n=24) (Vogt et al., 2021). Os
animais saudaveis receberam dieta padrdo de biotério (Nuvilab®), contendo 80,01%
de carboidratos, 14,47% de proteinas e 5,52% de lipideos durante o mesmo periodo
(n=18). Os animais portadores de sindrome metabdlica e os animais saudaveis
continuaram recebendo a dieta hiperlipidica ou padrdo respectivamente, durante o
periodo de administracdo do extrato.

3.5.2 Administracdo do extrato e desenho experimental

Apés a oferta da dieta hiperlipidica ou padrao pelo periodo de 60 dias, 0s
animais foram divididos em quatro grupos experimentais: MetS e Saudaveis (Healthy),
cada um composto por subgrupos nao tratados (agua da torneira - H20) e tratados
(extrato de P. sanguineus dissolvido em agua da torneira - Pyc) (figura 6). Ao longo
de um periodo de 30 dias, o0 extrato foi administrado aos subgrupos tratados (Pyc)
numa dose de 15 mg.kg.dia!, substituindo a &gua dos bebedouros (Von Dentz et al.,
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2020). A solugao foi ajustada semanalmente com base nos dados de peso e de
consumo hidrico dos ratos. O consumo hidrico foi obtido pela média do consumo dos

ratos por caixa em um periodo de 24h.

Ao término do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Todos os animais ficaram em jejum por 3-4 horas antes da coleta de

sangue e tecidos.

Dia zero Dia 07 Dia 67 Dia 97
Chegada dos | Inicio da dieta hiperlipidica Inicio do tratamento Eutanésia
animais |dade: 30 dias |dade: 90 dias |dade: 120 dias
|dade: 23 dias

& © ~

Grupos Experimentais

Saudéaveis Sindrome Metabolica
(Healthy) (MetS)

| |
| |

Healthy (H,0) Healthy (Pyc) MetS (H,0) MetS (Pyc)
n=9 n=9 n=12 n=12

Figura 6 Linha do tempo do protocolo experimental mostrando os diferentes grupos experimentais
saudaveis e sindrome metabdlica. Apds o periodo de aclimatacéo, a dieta padrdo e a dieta hiperlipidica foram
ofertadas durante 60 dias até o inicio do tratamento. O tratamento com P. sanguineus teve duracéo de 30 dias e
as dietas continuaram sendo ofertadas nesse periodo. O nimero de animais por grupo esta representado dentro
das caixas.

3.5.3 Processamento dos tecidos

O sangue foi coletado em tubo de coleta contendo gel separador e ativador de
coagulo (Vacutube®), o qual possibilita a obtencdo da amostra de soro com maior
qualidade e facilidade de manuseio. As amostras de sangue foram entao
centrifugadas a 1150 x g por 10 minutos para obtencéo do soro, que foi armazenado
a -80°C até o momento da realizagcédo das técnicas bioquimicas.

O figado e o tecido adiposo visceral (VAT, do inglés Visceral Adipose Tissue),
representado pela gordura retroperitoneal, foram removidos e pesados para que fosse
calculado o peso do 6rgdo como porcentagem do peso corporal. Os tecidos

removidos durante a dissecacao foram imediatamente utilizados nas técnicas de
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avaliacdo metabdlica ou congelados em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenados a -80°C até o momento da utilizacdo nas técnicas bioquimicas e
moleculares. O resumo dos parametros avaliados em cada tecido pode ser observado

na figura 7.

m &

Oxidacdo de glicose Oxidagdo de glicose Glicose
Oxidacdo de palmitato Oxidacdo de palmitato Insulina
Oxidacdo de acetato Oxidacdo de acetato Triglicerideos
Glicogénese Lipolise Colesterol total
Conteldo de glicogénio Morfometria Colesterol HDL
Conteldo de triglicerideos Expressdo génica de PPARy Colesterol LDL
Expressdo génica de PPARa AST

ALT

HOMA-IR

Figura 7 Quadro do resumo dos tecidos utilizados (figado, tecido adiposo retroperitoneal e soro) com as
respectivas andlises realizadas nos animais saudaveis e portadores de sindrome metabdlica.

3.6 Avaliacdo dos efeitos do extrato de Pycnoporus sanguineus sobre o
metabolismo intermediério de ratos Wistar portadores de Diabetes induzido por

estreptozotocina

3.6.1 Indugéo do Diabetes

Apés o periodo de aclimatagao, o diabetes foi induzido por uma Unica injecao
intraperitoneal de STZ (Sigma) na dose de 65 mg.kg™? diluida em 1mL de tampéo
citrato (n=22). Os grupos nao diabéticos também receberam injecao intraperitoneal
com o mesmo volume de tampao citrato (n=18). Foram considerados diabéticos
aqueles animais que apresentaram concentracao de glicose plasmética superior a 250
mg.dL* trés dias apds a injecdo de STZ (Takeuchi et al., 1994; Radenkovi¢, Stojanovié¢
and Prostran, 2016).

3.6.2 Administragéo do extrato e desenho experimental

Sete dias apods a inducao do diabetes, os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais: Diabéticos e Saudaveis (Healthy), cada um composto por
subgrupos nao tratados (agua da torneira - H20) e tratados (extrato de P. sanguineus
dissolvido em &gua da torneira - Pyc) (figura 8). Ao longo de um periodo de 30 dias, o

extrato foi administrado aos subgrupos tratados (Pyc) numa dose de 15 mg.kg™.dia?,
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substituindo a agua dos bebedouros (Von Dentz et al., 2020). A solucéo foi ajustada
semanalmente com base no peso dos ratos e nos dados de consumo hidrico. O
consumo hidrico foi obtido pela média do consumo dos ratos por caixa em um periodo
de 24h.

Ao término do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo. Todos os animais ficaram em jejum por 3-4 horas antes da coleta de

sangue e tecidos.

Dia zero Dia 07 Dia 14 Dia 45
Chegada dos | STZ 65mgkg | Inicio do tratamento Eutanasia
animais |dade: 83 dias | Idade: 90 dias |dade: 120 dias
|dade: 76 dias
G»
&) 9, & @

Grupos Experimentais

| |

Saudéaveis Diabéticos
(Healthy) (Diabetic)

Healthy (H,O) Healthy (Pyc) Diabetic (H,0) Diabetic (Pyc)
n=9 n=9 n=11 n=11

Figura 8 Linha do tempo do protocolo experimental mostrando os diferentes grupos experimentais
saudaveis e diabéticos. Apds o periodo de aclimatagdo, a diabetes foi induzida por injegéo intraperitoneal de
estreptozotocina. Sete dias apoés, o tratamento com P. sanguineus foi iniciado e teve duracdo de 30 dias. O numero
de animais por grupo esta representado dentro das caixas.

3.6.3 Processamento dos tecidos

O sangue foi coletado em tubo de coleta contendo gel separador e ativador de
coagulo (Vacutube®), o qual possibilita a obtencdo da amostra de soro com maior
gualidade e facilidade de manuseio. As amostras de sangue foram entédo
centrifugadas a 1150 x g por 10 minutos para obtenc¢ao do soro, que foi armazenado
a -80°C até o momento da realizac&o das técnicas bioquimicas.

O figado e o VAT, representado pela gordura retroperitoneal, foram removidos
e pesados para calcular o peso do érgdo como porcentagem do peso corporal. Em
vista da escassez de tecido adiposo, neste estudo o tecido foi destinado apenas as

avaliacbes moleculares. O tecido hepético removido durante a dissecacdo foi
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imediatamente utilizado nas técnicas de avaliacdo metabdlica ou congelado em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenado a -80°C até o momento da utilizacéo
nas técnicas bioquimicas e moleculares. O resumo dos parametros avaliados em cada

tecido pode ser observado na figura 9.

m &

Oxidacdo de glicose Morfometria Glicose
Oxidacdo de palmitato Expressdo génica de PPARy Triglicerideos
Oxidacdo de acetato Colesterol total
Glicogénese Colesterol HDL
Contetdo de glicogénio Colesterol LDL
Conteldo de triglicerideos AST

Expressdo génica de PPARa ALT

Figura 9 Quadro do resumo dos tecidos utilizados (figado, tecido adiposo retroperitoneal e soro) com as
respectivas andlises realizadas nos animais saudaveis e diabéticos.

3.7 Descricao das técnicas realizadas

3.7.1 Parametros séricos

O perfil bioquimico foi avaliado pela analise das concentracfes séricas (mg-dL-
1) de colesterol total, HDLc, LDLc, triglicerideos e glicose. Além disso, os niveis de
AST e ALT foram avaliados (U/L). Todas as analises foram realizadas utilizando kits
enzimaticos comerciais (LABTEST Diagnéstica, Brasil) e avaliadas por
espectrofotometria (Anthos Zenyth 200RT, Biochrom).

As concentragbes de insulina (MUL.mL?) foram determinadas por meio de
ensaio imunoenzimatico automatizado (Elisa) usando o kit comercial IBL International-

Tecan (Hamburgo, Alemanha) em equipamento especializado (BRIO-Radim).

3.7.2 Calculo do indice de avaliacdo do modelo de homeostase para resisténcia a
insulina (HOMA-IR)

O indice de avaliacdo do modelo de homeostase para resisténcia a insulina foi
calculado como HOMA-IR = [glicose (mmol.L!) x insulina (uUl.mL?)/22,5] (Matthews
et al., 1985).
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3.7.3 Conteudo de glicogénio e triglicerideos hepaticos

Para determinar o conteudo de glicogénio hepatico, o tecido hepatico foi
homogeneizado por fervura em uma solu¢cdo de KOH a 30% durante 1 hora. Apos o
glicogénio foi precipitado pela adicdo de &lcool 96°G e Na>SO4 35%. As amostras
entdo foram centrifugadas a 1510 xg por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e
o precipitado foi ressuspenso em agua destilada. A hidrolise do glicogénio em glicose
foi realizada pela fervura do mesmo com HCI 4M durante 1 hora. Apos foi acrescido
aos tubos 300 pL de Na2COs 2M para reestabelecimento do pH e a concentracao de
glicose das amostras foi determinada através de kit enzimatico comercial (LABTEST
Diagnostica, Brasil). O conteudo total de glicogénio foi avaliado como equivalentes de
glicose usando um kit colorimétrico de glicose-oxidase e expresso como mg% (mg de
glicogénio.100mg de tecido™ - peso Umido) (Van Handel, 1965; Vogt et al., 2021).

Para determinacdo dos triglicerideos hepaticos, amostras do tecido foram
homogeneizadas em solucdo NaCl 0,9% na proporcéo de 1:10 e a concentracao foi
entdo dosada através de kit enzimatico comercial (LABTEST Diagnostica, Brasil). A
leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotdbmetro (Anthos Zenyth 200RT,
Bichrom, UK). Os resultados foram relatados como mg% (mg de triglicerideos.100mg

de tecido™ - peso umido) (Vogt et al., 2021).

3.7.4 Lipolise

As amostras de tecido adiposo visceral foram fatiadas e incubadas em um
banho metabdlico com agitacdo do tipo Dubnoff (60 ciclos por minuto) a 37°C por 1
hora com 1mL de tampao Krebs-Ringer (KRB: 118 mM NacCl, 4,61 mM KCI, 2,5 mM
CaCl2*2 H:20, 1,19 mM KH2PO4, MgSO4*7 H20 0,74 mM, NaHCOs, 25 mM, pH 7.4),
suplementado com 1% de albumina livre de &cidos graxos e 5 mM de glicose. A fase
gasosa foi saturada com 5% de CO:2 e 95% de O2. A taxa de lipdlise foi estimada
medindo a liberacdo de glicerol do tecido adiposo visceral, de acordo com Stich e
colaboradores (Stich et al., 1997). O glicerol foi mensurado utilizando kit comercial
enzimatico (R-Biopharm®). Os resultados foram apresentados como g-100g-!-h+
(gramas de glicerol por 100 gramas de tecido por hora de incubagao).

3.7.5 Glicogénese
A sintese de glicogénio foi medida seguindo o método de Wredenberg e
colaboradores (Wredenberg et al., 2006). Amostras de figado que foram submetidas

ao ensaio de oxidagdo de glicose foram utilizadas para medir a sintese de glicogénio
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pela incorporacéo de Y-1*C-glicose no glicogénio. As amostras foram fervidas por 60
minutos em uma solucdo de KOH a 30%. A precipitacdo do glicogénio foi obtida
adicionando etanol a 96°G e Na>SO4 a 35%. As amostras foram entéo centrifugadas
a 1510 xg por 10 minutos; o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 0,2 mL de agua destilada. A solucdo foi transferida para outros
frascos contendo 2,5 mL de liquido de cintilacdo e a radioatividade foi quantificada
utilizando um contador de cintilacao liquida (LKB-Wallac, Perkin ElImer, Waltham, MA,
USA). Os resultados foram expressos como pmol-g*-h! (umol de glicose de 4C
convertidos em glicogénio por grama de tecido por hora de incubagéao).

3.7.6 Oxidacao de substratos

A oxidacdo de substratos no figado e no tecido adiposo visceral foi avaliada
pela incorporacéo de radiois6topos marcados com **C em COz, conforme descrito por
Mersmann e Hu (Mersmann and Hu, 1987). Fatias de figado e tecido adiposo
retroperitoneal foram incubadas a 37°C por 60 minutos em frascos hermeticamente
fechados contendo 1 mL de tampéo Krebs-Ringer (KRB: 118 mM NacCl, 4,61 mM KClI,
2,5 mM CacCl2*2 H20, 1,19 mM KH2PO4, MgS0O4*7 H20 0,74 mM, NaHCOs, 25 mM,

pH 7.4) contendo os substratos marcados e frios, de maneira que:

o Oxidacdo de glicose: 0,1 uCi de [U-14C] glicose (55 mCi.mmolt, Amersham,
Little Chalfont, Reino Unido) + glicose fria 5 mM,;

o Oxidacdo de acetato: 0,1 uCi de [U-“C] acetato (55 mCi.mmol, Amersham,
Little Chalfont, Reino Unido) + acetato frio 2 mM;

o Oxidacdo de palmitato: 0,1 pCi de [1-%C] palmitato (55 mCi.mmol-1,
Amersham, Little Chalfont, Reino Unido) + palmitato frio 0,05 mM (para o
figado) ou 0,1 mM (para o VAT).

A fase gasosa foi saturada com 5% de CO:2 e 95% de O2 e a reagao ocorreu
em pequenos poc¢os dentro dos frascos de vidro contendo tiras de papel Whatman
3MM colocados acima do nivel do meio de incubacéo para capturar o **CO> formado.
O processo de oxidacao foi interrompido através da adicdo de &cido tricloroacético
50% (v/v) nos pogos contendo tecido e NaOH 2 M nos pocos contendo o papel
Whatman 3MM — esse processo foi realizado inserindo agulhas através das tampas
de borracha, sem que ocorresse a perda do *CO. formado. Apdés 24 h, o papel
Whatman 3MM foi transferido para uma mistura de cintilacao liquida e a radioatividade
foi quantificada (LKB-Wallac, Perkin EImer, Waltham, MA, USA). Os resultados foram
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apresentados como pmol-g*-h* (umol do substrato de **C incorporado em CO2 por g

de tecido por hora).

3.7.7 Analise da expressao génica por RT-qPCR

Amostras congeladas de figado e VAT foram homogeneizadas em
TriReagent® (Sigma) e 0 mRNA (do inglés Messenger Ribonucleic Acid) foi extraido
pelo método do cloroférmio-isopropanol. Amostras de mRNA (1ug) foram submetidas
a transcricdo reversa utilizando o GoScript Reverse Transcription System (Promega)
em um volume total de 20ul, conforme protocolo do fabricante. Para andlise de mRNA,
primers especificos de genes (Tabela 1) foram misturados a GoTag® qPCR e RT-
gPCR Systems (Promega) para uma concentracdo final das aliquotas de cDNA (do
inglés Complementary Deoxyribonucleic Acid) de 0,2uM e triplicado de acordo com o
protocolo do fabricante. As condi¢cdes de ciclagem térmica foram de 2 minutos a 95°C,
10 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 10 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 15
segundos a 95°C (35 ciclos) seguido de analise da curva de melting no Stratagene
Mx3000P (Tecnologias Agilent). O método AACt foi utilizado para calcular as
mudancgas relativas nas concentragdes de mRNA.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados

Gene Sequéncia do primer

PPARa forward primer 5-3’ TGAACAAAGACGGGATG
PPARa reverse primer 3-5’ TCAAACTTGGGTTCCATGAT
PPARYy primers PrimePCR™ Assays BIORAD

3.8 Analise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado com a utilizacdo do programa Minitab
(versdo 15) utilizando como base para calculo os resultados de protocolos
experimentais de nosso laboratorio e de outros grupos de pesquisa levando em
consideracgao o desvio padréo encontrado nos grupos de diferentes experimentos que
utilizaram protocolos semelhantes. Os resultados foram inicialmente analisados
usando o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo dos dados. Oultliers, se
presentes, foram identificados e posteriormente excluidos usando o método ROUT
(Q=10%). Dados paramétricos estdo apresentados como média + desvio padréo,

enguanto dados ndo paramétricos estao expressos como valores de mediana, minimo
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e maximo. Para dados paramétricos, a significancia estatistica foi avaliada usando
uma analise de variancia (ANOVA) de duas vias com os fatores 1: modelo e 2:
tratamento, seguida do teste de comparacbes multiplas de Tukey. Dados néo
paramétricos foram analisados para significancia estatistica usando o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. A significancia estatistica foi estabelecida
em p < 0,05. As andlises e representacfes graficas foram realizadas usando o

software GraphPad Prism, San Diego (Verséo 8.0.2).
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das metodologias descritas nessa tese serao
apresentados em trés sec¢des distintas:
I.  Artigo 1 (revisao)
[I.  Artigo 2 (experimental)
[ll.  Dados complementares - ndo publicados
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