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RESUMO

INTRODUCAO: Cogumelos s&o corpos de frutificacdo de fungos que possuem
boa composi¢do nutricional, além de propriedades funcionais, com potenciais efeitos
antioxidante, anti-inflamatério, antiviral e hipoglicemiante, além de capacidade de
reducdo de radicais livres (RLs) e do estresse oxidativo no organismo. Apesar dos
beneficios advindos com a prética desportiva, 0 excesso de exercicios fisicos pode levar
a ocorréncia de danos celulares e teciduais, maior acometimento de processos
inflamatorios e imunossupressdo. OBJETIVOS: Avaliar os efeitos da suplementacéo da
dieta com Pleurotus ostreatussobre indicadores bioquimicos e marcadores de estresse
oxidativo em atletas de ciclismo da cidade de Joinville-SC, antes e apds a suplementacao,
em comparacdo ao placebo. MATERIAL E METODOS: Trata-se de um estudo de
intervencdo, randomizado, duplo-cego e controlado por placebo, com amostra
selecionada por conveniéncia, realizado entre os meses de maio de 2021 e fevereiro de
2022, na cidade de Joinville - SC. Apds aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade da Regido de Joinville - Univille sob parecer numero 4.493.190, foram
recrutados homens de 18 a 60 anos, com treinos periddicos de pelo menos 5 horas na
semana. No total, foram avaliados 19 participantes, sendo que 9 individuos consumiram
suplemento, e 10 individuos consumiram placebo. Foram entregues as capsulas (330 mg
de Pleurotus ostreatus ou placebo) e orientagdes para administracdo do suplemento e
coletas de sangue, e entdo os dados foram coletados. Questdes acerca de dados
antropometricos e aspectos de treinamento foram realizadas oralmente. As amostras
foram coletadas apods jejum de 12 horas na area de laboratérios do Centro Cirurgico
Experimental da Univille, antes e apds 14 dias de suplementacdo.. Os parametros de
estresse oxidativo analisados foram substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA-
RS), conteudo total de sulfidrilas e de proteinas carboniladas e a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)
e do perfil bioquimico foramglicose, proteinas totais, albumina, colesterol total, HDL-C e
LDL-C e triglicerideos. Os resultados foram analisados pelo programa Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) e expressos como média e desvio padrao (+DP). Variaveis

categoricas foram descritas na forma de média e intervalo de confianca de 95%, e o



teste de qui-quadrado ou exato de Fisher foi utilizado para fazer a comparagao entre
0s grupos. Para a verificacdo de perfil bioquimico e parametros do estresse oxidativo,
entre grupos e periodos antes-ap0s a suplementagcdo, Teste t de Student pareado
bicaudal foi aplicado entre os grupos antes-depois. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. RESULTADOS: Os participantes
possuiam idade média de 36 anos (+9,0), 1,78 metros (+0,1) e indice de massa corporal
de 24,2kg/m? (+2,9). A maior parte dos ciclistas respondeu ter uma frequéncia semanal
de 5-7 dias de treino (n=12, 63,1%), e um periodo de tempo entre 3 e 5 horas/dia (n=14,
73,6%). Quando avaliados indicadores bioquimicos, Pleurotus ostreatus apresentou
efetividade no aumento dos niveis de albumina (p=0,0401) e HDL-C (p=0,0093) para o
grupo intervengédo. Parametros do estresse oxidativo demonstraram uma reducdo do
conteudo de proteinas carboniladas (p=0,0401) e elevacdo de todas as enzimas
avaliadas: CAT (p=0,0147), GPx (p=0,0212), e SOD (p=0,0201), em participantes que
consumiram cogumelos na forma de suplemento.

CONCLUSAOQO: Os resultados sugerem que o consumo de Pleurotus ostreatus
contribuiu para melhora do perfil lipidico e de parametros do estresse oxidativo em
ciclistas. Mais estudos sé@o necessarios para que estes beneficios sejam confirmados,

considerando demais variaveis.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatus, Estresse Oxidativo, Radicais Livres, Suplementos

Nutricionais, Exercicio Fisico.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Mushrooms are fungi that have good nutritional composition, in
addition to functional properties with potential effects, including antioxidant, anti-
inflammatory, antiviral and hypoglycemic, in addition to their ability to reduce free radicals
(FR) and oxidative stress in the body. Despite the benefits sport practice, excessive
physical exercise can lead to the occurrence of cellular and tissue damage, greater
involvement on inflammatory processes and immunosuppression. OBJECTIVES: To
analyze the effects of Pleurotus ostreatus mushroom extract supplementation on
biochemical indicators and oxidative stress markers in cycling athletes from Joinville-SC,
before and after supplementation, in comparison to placebo. MATERIAL AND
METHODS: This is a descriptive, randomized, double-blind, placebo-controlled study,
with a sample selected for convenience, carried from May 2021 to February 2022, in the
city of Joinville - SC. After approved by the Univille University Research Ethics Committee
under the CEUA protocol number 4.493.190, men from 18 to 60 years old were recruited,
with periodic training for at least 5 hours a week. In total 19 participants were evaluated
for 14 days, in which 9 men consumed the supplement and another 10 consumed placebo.
Capsules (330 mg of Pleurotus ostreatus or placebo) and guidelines for supplement
administration and blood collections were delivered. Questions about anthropometric and
train aspects were asked orally. Samples were collected after fasting for 12 hours in the
area of laboratories of the Univille Experimental Surgery Center, before and after 14 days
of supplementation, and sent directly to evaluations. The oxidative stress parameters
analyzed were thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl and
carbonyl protein content and the activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and biochemical profile
were glucose, total proteins, albumin, total cholesterol, HDL-C, LDL-C and triglycerides.
Results were analyzed by Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program and
expressed as mean and standard deviation (+SD). Categorical variables were described as
mean and 95% confidence interval and the chi-square or Fisher's exact test was used to
compare the groups. To verify the biochemical profile and parameters of oxidative stress,

between groups and periods before-after supplementation, two-tailed paired Student's t test



was applied between groups before-after. Values of p<0.05 were considered statistically
significant. RESULTS: Participants had a mean age of 36 years (+9.0), 1.78 meters (+0.1)
and body index of 24.2kg/m2 (+2.9). A mean number of cyclists answered to have a weekly
frequency of 5-7 days train (n=12, 63.1%), in a period between 3 to 5 hours/day (n=14,
73.6%). When evaluated biochemical indicators, Pleurotus ostreatus presented its
effectiveness in the increase of albumin (p=0.0401) and HDL-C (p=0.0093) levels in the
intervention group. Oxidative stress parameters showed a reduction in the protein
carbonyl content (p=0.0401) and increase in all antioxidant enzymes, CAT (p=0.0147),
GPx (p=0.0212) and SOD (p=0.0201), in participants who consumed mushroom
supplement.

CONCLUSION: Results suggest that the consumption of Pleurotus ostreatus
improved lipidic profile and oxidative stress parameters in cyclists. More studies are

needed in order to confirm its benefits considering different variables.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Oxidative Stress, Free Radicals, Supplements, Exercise.
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1 INTRODUCAO

Cogumelos sao fungos pertencentes ao reino Fungi, definidos por Shu-Ting Chang
como “[...] macrofungos com corpos de frutificagdo caracteristicos, grandes o suficiente
para serem visiveis a olho nu e coletados com as maos” (OBE; MSHIGENI, 2013).
Tratam-se de seres pluricelulares, eucariontes, heterotrofos e saproéfitos, que obtém sua
fonte de alimento a partir da digestdo de matéria organica, contribuindo para a
decomposi¢cdo no meio ambiente (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; SANO et al., 2004;
SOCCOL et al., 2017).

Os cogumelos possuem diferentes empregos e funcdes caracteristicas, com seu
consumo se elevando a nivel global. Entre os principais tipos, encontram-se aqueles
pertencentes ao género Pleurotus spp., cogumelos comestiveis, sensiveis e delicados,
de facil crescimento em diferentes condi¢cdes climaticas (AGARWAL et al., 2017;
GONGCALVES et al., 2017; TOLERA; ABERA, 2017).

A composicao nutricional dos fungos contribui para um alimento de propriedades
funcionais, entre as quais apresentam beneficios, como efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio, antiviral, hipocolesterolemiante e hipoglicemiante, além de emprego em
sabor e textura, proporcionando as mais diversas preparacdes culinarias (TOLERA;
ABERA, 2017).

As propriedades existentes nos cogumelos podem contribuir para 0 consumo por
individuos atletas, com reducao da exaustdo causada pelos treinos e competicdes, bem
como maior habilidade de eliminagéo de radicais livres e aumento do pico de intensidade
do exercicio, contribuindo para o maior vigor no esporte (HIRSCH et al., 2015).

A prética de exercicios fisicos contribui para 0 combate a doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) e bem-estar do organismo. Porém, quando realizados de forma
exaustiva, alguns desses exercicios podem se configurar em um dos principais fatores
para a ocorréncia de danos celulares e teciduais, devido ao aumento da atividade
metabdlica e consequentes alteracdes bioquimicas e fisiologicas, como o aumento da
producdo de radicais livres e maior acometimento de processos inflamatorios e
imunossupressao (PETRY et al., 2013; PIEREZAN et al., 2017).



Desta forma, considerando os potenciais beneficios dos cogumelos comestiveis
na alimentacdo e pratica de exercicios fisicos, o presente estudo buscara responder a
seguinte questao: As propriedades antioxidantes existentes em cogumelos do género
Pleurotus spp. podem contribuir para a reducéo do estresse oxidativo e melhora do perfil
bioquimico em ciclistas?

Além de demonstrar as possiveis acfes dos cogumelos para a saude e
performance dos atletas avaliados, este trabalho tem sua relevancia para a comunidade
cientifica, fomentando novas pesquisas sobre o assunto, bem como sua aplicacdo em

demais grupos populacionais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacédo de atletas praticantes de ciclismo da cidade de
Joinville-SC com cogumelos Pleurotus ostreatus sobre indicadores bioquimicos e

marcadores de estresse oxidativo.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar parametros de estresse oxidativo (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS), conteldo total de sulfidrilas e contetdo total de proteinas
carboniladas) no plasma de ciclistas que receberam suplementacdo com
cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus (2g) ou placebo;

e Analisar a atividade de enzimas antioxidantes ((catalase — CAT, superoxido
dismutase - SOD e glutationa peroxidase - GPx) em eritrocitos de ciclistas que
receberam suplementacdo com cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus ou
placebo;

e Determinar os indicadores bioquimicos séricos (proteinas totais, albumina, glicose,
triglicerideos, colesterol total, HDL-C e LDL-C), em ciclistas que receberam

suplementacdo com cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus ou placebo.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cogumelos

3.1.1 Classificacéo botanica e origem

Cogumelos sédo corpos de frutificacdo de fungos, pertencentes aos filos,
Ascomycetes e Basidiomycetes (SANO et al., 2004; SOCCOL et al.,, 2017). Por
possuirem estrutura simples, ou seja, desprovidos de folhas, raizes, caules, sementes e
flores, foram inicialmente classificados como plantas inferiores, porém, a existéncia de
peculiaridades e caracteristicas distintas dos cogumelos levou a sua inser¢do em um
reino que ndo o Vegetal ou Animal, mas a um reino proprio, o reino Fungi (OBE;
MSHIGENI, 2013).

Estes fungos foram definidos por Shu-Ting Chang, cientista chinés, como “[...]
macrofungos com corpos de frutificacdo caracteristicos, grandes o suficiente para serem
visiveis a olho nu e coletados com as maos” (OBE; MSHIGENI, 2013). Trata-se de seres
pluricelulares, eucariontes, heteroétrofos e saprofitos, que obtém sua fonte de alimento a
partir da digestdo de matéria organica, contribuindo para a decomposi¢cédo desta no meio
ambiente (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; SANO et al., 2004; SOCCOL et al., 2017).

Apesar da formacdo de paredes celulares, estas ndo contém clorofila, apenas
quitina - semelhante ao esqueleto de insetos e outros artropodes -, e sua respiracao
ocorre de forma semelhante a de animais, havendo a captacdo de oxigénio, com
liberacdo de gas carbbnico (CHANG; WASSER, 2017).

Além de possuir diferentes formas, cores e tamanhos, os cogumelos possuem uma
gama de empregos e funcdes caracteristicas (MIYAJI; COLUS, 2001). Estes fungos
podem ser comestiveis e contribuir para a salde por meio de suas propriedades
medicinais, ou ainda levar a efeitos téxicos, devido a producdo de substancias
alucinégenas que, em alguns casos, podem ser letais (HIBBETT et al., 2007; SOCCOL
et al., 2017).

Estudos demonstram que os cogumelos sao participantes integrais da alimentacao
humana desde os primordios, quando estes se tratavam de coletores e cacadores
(RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017). Porém, como descrito por Bicalho et al. (2013),

o0 consumo de cogumelos como alimento, na antiguidade, teve seus primeiros registros
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por gregos e romanos. No entanto, sua oferta se limitava aqueles com maior poder
aquisitivo, devido ao elevado valor e caracteristica de luxuosidade, além da crenca de
gue esse poderoso alimento seria fonte de imortalidade, um presente de Deus (EL
SHEIKHA; HU, 2018).

Ja no continente americano, civilizacdes localizadas no atual México, como 0s
Astecas, possuiam o alimento em seu cardapio habitual, ndo tendo se disseminado
através das rotas maritimas, como muitos produtos, e sim, pelos préprios moradores que
habitavam esta regido (Bicalho et al., 2013).

No Brasil, a forte influéncia da colonizacdo Portuguesa sobre o pais, em que nao
havia o habito do consumo dos fungos nas refeicbes, contribuiu para a baixa
representatividade de cogumelos no pais (ANPC, 2018). No entanto, relatos apontam
que grupos indigenas na Amazb6nia eram consumidores de uma grande variedade de
cogumelos (ANPC, 2018).

Atualmente, a relevancia deste alimento permeia ndo s6 os campos da nutricao e
alimentacdo, como também os da industria farmacéutica, devido a seu potencial como
fonte de substancias benéficas ao organismo, que poderiam contribuir para a formulacao
de produtos nutracéuticos, farmacoldgicos e cosméticos (RATHORE; PRASAD;
SHARMA, 2017).

3.1.2 Papel na economia mundial e brasileira

O consumo de cogumelos vem aumentando desde a década de 1990, e estima-
se que a atual quantidade ingerida seja de 4 kg/ano de cogumelos por individuo
(RONCERO-RAMOS et al., 2017). A China é o pais de maior producéo desses fungos,
possuindo os géneros Agaricus e Pleurotus como os mais cultivados no mundo (ROYSE,
2014).

No ano de 2017, o mercado mundial de cogumelos movimentou cerca de 38
bilhdes de dolares, e especialistas projetam um aumento de 7,9% do setor até o ano de
2026 (WOOD, 2018).

O aumento na busca por produtos capazes de substituir alimentos de origem

animal, como as carnes, e ainda, potenciais beneficios e presenca de nutrientes nos
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cogumelos, tém contribuido para a maior demanda do produto. Porém, aspectos como o
tempo de cultivo e o fato de serem alimentos altamente pereciveis, levam a industria a
procura de aplica¢6es tecnoldgicas que visem suprir essas demandas (WOOD, 2018).

Segundo a Associacdo Nacional de Produtores de Cogumelos (ANPC, 2018), no
atual cenario, o cultivo de cogumelos no Brasil esta distribuido em diversas regifes do
pais. Sdo Paulo e Parana concentram as maiores producdes, também existentes em
outros estados em menores escalas, como Minas Gerais, Rio de Janeiro, sul da Bahia,
Pernambuco, Brasilia e Rio Grande do Sul (ANPC, 2018).

N&o existem estimativas exatas para o setor em nivel nacional, porém, como
aponta a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo (2019),
apenas no estado, 93 dos municipios paulistas produzem cerca de 12 mil toneladas de
cogumelos ao ano, contando com aproximados 505 produtores na regido (SAO PAULO,
2019).

De acordo com o 6rgao, o aumento do interesse por restaurantes japoneses e a
cozinha asiatica levou ao crescimento da procura de cogumelos no pais, além da criacao
de uma Camara Setorial de Fungicultura no maior estado produtor desses fungos, o que
contribuiu para o reconhecimento da classe enquanto atividade econémica (SAO PAULO,
2019).

Atualmente, como descrito por Sebrae (2018) e Machado (2019), entre as
principais espécies cultivadas no pais, encontram-se: Agaricus bisporus (Champignon de
Paris), Lentinula edodes (Shiitake) e as espécies do género Pleurotus, em especial

Pleurotus ostreatus (Shiimeji-Brasil ou Hiratake) (Tabela 1).

Tabela 1: Estimativa de producdo das principais espécies de cogumelos comestiveis

cultivados no Brasil.

Espécies de cogumelos cultivadas no Producéo estimada (toneladas/ano)
Brasil
Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 8.000
Pleurotus spp. 2.000
Lentinula edodes (Shiitake) 1.500
Agaricus blazei (Murril) 500
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Fonte: (SEBRAE, 2018, adaptado por MACHADO, 2019).

3.1.3 Aspectos nutricionais

Além de proporcionar sabor e textura as preparagdes, 0s cogumelos possuem
uma gama de nutrientes, como polissacarideos, proteinas, minerais e fibras, baixo teor
calorico, além de apresentar propriedades funcionais, sendo caracterizado como agente
antioxidante, devido a presenca de compostos fendlicos, tocoferois, acido ascérbico e
carotenoides (SOCCOL et al., 2017; RICARDO et al., 2017).

Cogumelos do género Pleurotus possuem em sua formacédo 80-90% de agua, com
elevado teor de umidade e atividade da agua, caracteristica que contribui para a menor
durabilidade e tempo de prateleira, possibilitando a acdo de microrganismos na
degradacéo do alimento (JO et al., 2018).

Os cogumelos apresentam cerca de 50-65% de seu conteudo formado por
carboidratos, em que se incluem mono e oligossacarideos, além de alguma quantidade
de acUcares alcodlicos, como manitol e trealose. Seu baixo teor lipidico, formado, em
especial, por gorduras do tipo monoinsaturadas, e ainda, a auséncia de colesterol,
contribuem para menores riscos da formacao de placas de aterosclerose e doencas
cardiovasculares (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017).

Ha também elevada quantidade de fibras, como: quitina, hemicelulose, a-
glucanas, mananas, galactanas e xilanas, e em especial, B-glucanas, polissacarideo que
age como prebidtico, e tem demonstrado efeitos positivos para a saude humana, como
imunoestimulante natural no aumento da resisténcia a alergias, atuando sobre o
metabolismo de acucares e gorduras, e no tratamento de certos tipos de céancer
(RONCERO-RAMOS et al., 2016; CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR,;
GUTIERREZ-URIBE, 2017).

O uso das B-glucanas, além de demonstrar beneficios & sautde humana, vem
atraindo a atencdo da industria alimenticia, por apresentar caracteristicas espessante,
emulsificante, aglutinadora de gorduras e retentora de agua (SERNA-SALDIVAR;
GUTIERREZ-URIBE, 2017).
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Nos fungos também estdo presentes todos os aminoacidos essenciais de que o
organismo necessita, propriedade que os difere de produtos de origem vegetal, em que
um ou mais desses aminoacidos se encontra limitado, como lisina e metionina, por
exemplo. Esta caracteristica contribui para sua existéncia em dietas vegetarianas, em
que as proteinas derivam exclusiva ou majoritariamente de fontes vegetais (CONDE; DE
OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2017; SANTOS, 2019).

Um estudo elaborado pela The Pennsylvania State University (KALARAS et al.,
2017), mostrou que os cogumelos podem se constituir em ricas fontes de componentes
essenciais para a saude humana, como: minerais - potassio, fésforo, magnésio, calcio,
cobre, ferro, zinco, selénio e manganés -, vitaminas C, D e E, glutationa e L-ergotioneina
(EGT).

As vitaminas e minerais presentes no alimento contribuem para uma série de
beneficios, envolvendo a maior qualidade de vida, reducdo de doencas como a
osteoporose, diabetes e aumento do sistema imune, entre outros (CARRASCO-
GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017). Ainda, segundo Beelman,
Kalaras e Richie (2019), EGT se trata de um aminoacido de capacidade antioxidante, n&do
sintetizado pelo organismo, que vem demonstrando beneficios quanto a sua atividade
anti-inflamatéria e antioxidante (WEIGAND-HELLER; KRIS-ETHERTON; BEELMAN,
2012; HALLIWELL; CHEAH; DRUM, 2016).

3.1.4 Processamento térmico e composicao nutricional dos cogumelos

Cogumelos comestiveis podem ter aplicacfes gastrondmicas em diversas formas,
sendo utilizados crus, secos, cozidos e em conservas (MATOS et al., 2015). Porém, a
forma de preparo ndo apenas emprega sabor aos pratos em que o alimento é adicionado,
podendo também causar mudancas quanto a disposicdo de nutrientes presentes no
fungo, contribuindo para a perda de vitaminas e outros compostos antioxidantes. Por este
motivo, atengcdo especial deve ser dada para a forma de preparacéo, a fim de obter o
maximo de aproveitamento do alimento (FALLER; FIALHO, 2009).

Roncero-Ramos et al. (2016) verificaram o efeito de diferentes métodos culinarios

(coccao, em micro-ondas, grelha e fritura) sobre a composicao e capacidade antioxidante
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de diferentes espécies de cogumelos. A fritura afetou de forma mais significativa as
caracteristicas dos fungos, reduzindo o teor de carboidratos e cinzas, porém, levando ao
aumento do teor de gorduras e energia (RONCERO-RAMOS et al., 2016).

O mesmo estudo ainda demonstrou elevacao da quantidade total de glucanas com
a coccao, e reducao da capacidade antioxidante com a aplicacdo desse e da fritura,
enquanto houve aumento dessa capacidade quando os alimentos foram dispostos em
micro-ondas ou grelhados (RONCERO-RAMOS et al., 2016).

A secagem € outro dos métodos empregados aos cogumelos, a fim de garantir
caracteristicas como o sabor e aumento do tempo de prateleira do produto. Em 2013,
Aishan e Rosli (2013), realizaram um estudo avaliando os efeitos de trés processos -
aquecimento com ar quente de baixa intensidade, secagem ao sol e em forno a gas -, em
gue o primeiro demonstrou maior efetividade sobre a reducédo da atividade da &agua,
porém, menor preservacao do teor de fibras e B-glucanas (AISHAN; ROSLI, 2013).

Os estudos citados contribuem para o conhecimento acerca da necessidade de
escolha das técnicas culindrias empregadas no preparo de alimentos, buscando
alternativas que contribuam tanto para a disponibilidade dos produtos e seu tempo de
conservacao no comércio, como para a maior garantia de aproveitamento dos nutrientes
e potenciais beneficios proporcionados pelos cogumelos (MARAY; MOSTAFA; EL-
FAKHRANY, 2017).

3.1.5 Aplicacéo na pratica de atividades fisicas

O bom desempenho na pratica de exercicios fisicos e esportes € dependente de
uma série de fatores, entre 0os quais uma alimentacdo de qualidade, com inclusdo dos
nutrientes necessarios para a manutencdo e maior resisténcia do organismo, e
possibilidade de acéo contra patologias infecciosas ou condi¢cées de imunossupressao
(VP, 2019).

Atualmente, suplementos dietéticos tém surgido em busca de contribuir para a
reducdo de efeitos deletérios de uma rotina de treinamentos intensos. Porém, deve-se
haver cautela quanto a escolha e necessidade dos mesmos, atentando-se para as
alegacdes de beneficios de diferentes compostos, e buscando conhecimento fidedigno,
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a fim de conhecer os publicos a que esses efeitos se destinam, e assim garantir a
possibilidade de melhores resultados (WALSH et al., 2011).

No ano de 2014, Rossi et al. (2014), realizaram uma investigagao sobre os efeitos
da suplementacdo a partir de duas espécies de cogumelos comestiveis (Ganoderma
lucidum e Ophiocordyceps sinensis), em ciclistas amadores, por um periodo de 3 meses.
Os autores concluiram haver a maior protecdo as condi¢cdes de overreaching e/ou
overtraining, termos destinados a reducao da performance desportiva devido ao excesso
de treinos, a curto e longo prazos, respectivamente. Ainda, a habilidade de eliminacéo de
radicais livres (RLs) foi elevada apos a suplementacdo, demonstrando efeito protetor
sobre o estresse oxidativo (ROSSI et al., 2014).

Hirsch et al. (2015), avaliaram a administracdo de suplemento de cogumelos
Cordyceps militaris no pré-treino de individuos, por um periodo de 14 dias. Os resultados
demonstraram haver melhora do volume de oxigénio maximo (VO2méax), aumento do
tempo para a exaustdo, e ainda, aumento do pico de intensidade do exercicio,
contribuindo para o maior vigor no esporte (HIRSCH et al., 2015).

Entre os potenciais beneficios do consumo de cogumelos associados a prética de
atividades fisicas, encontram-se elementos quimicos, como minerais, vitaminas e outras
substancias, em que se incluem: cromo, vitamina D e B-glucanas (CARRASCO-
GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017; SOCCOL et al., 2017;
RICARDO et al., 2017).

O cromo € um mineral de suma importancia para a execucao de diversas acdes
no organismo, entre elas, captacdo de glicose e aminoacidos pelas células, aumento de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) e reducéo do colesterol total e de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c) (PANSANI,
2017).

Os possiveis mecanismos de contribuicdo do mineral na préatica desportiva se
devem ao auxilio na sinalizacéo da insulina e aumento da captagéo de glicose muscular,
ofertando maior aporte energético, em contrapartida, inibindo a fadiga e queda precoce
do rendimento em exercicios de alta intensidade (FALCAO, 2016; JERONIMO et al.,
2018).
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Cogumelos expostos a radiacdo solar ou lampadas UV podem apresentar
quantidades significativas de vitamina Dz, também conhecida como ergosterol, mesmo
apos a estocagem e coccgdo, processos que levam a reducdo desta vitamina nos
alimentos (CARDWELL et al., 2018).

Como pontuam Dos Santos e Costa (2018), os beneficios da vitamina D se
constituem em melhora do condicionamento fisico, com aumento da fungcdo muscular,
em que a presenca de receptores no musculo esquelético pode indicar sua participacao
em diversos processos das células musculares, como o crescimento e inflamacéo (DE
MENEZES et al., 2018).

A reducdo da pressdo arterial também pode ser afetada pela presenca de
vitamina D, além de potencializar a absorcdo de célcio no organismo, mineral que se
encontra predominantemente nos 0ssos, e que, quando ingerido de forma insuficiente,
pode ocasionar a queda da densidade mineral éssea, levando o atleta ao maior risco de
fraturas (MAEDA et al., 2014).

A alteracdo imunolégica decorrida da pratica de esportes intensos e prolongados
€ outro ponto de necessaria atencao, pois contribui para o aumento do risco de infeccdes
ocorridas no trato respiratorio superior. Substancias conhecidas por seu efeito
imunomodulador, como as B-glucanas, se constituem em um grupo de diversas
moléculas, com variacfes em suas estruturas, solubilidade, viscosidade, peso molecular
e atividade biolégica, e podem contribuir para a maior resisténcia do organismo contra a
acdo de patogenos (MAJTAN, 2013).

3.1.6 O género Pleurotus

Entre os cogumelos de maior destaque na industria, encontram-se os do género
Pleurotus spp., que ocupam a segunda colocagédo quanto a produgéo, em nivel mundial
e nacional, e ttm seu destaque como produtos alimenticios, compreendendo mais de 40
espécies (INACIO et al., 2015; CONDE; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2017; ANPC,
2018).

Tratam-se de cogumelos sensiveis e delicados, que tém seu tempo de vida

limitado a alguns dias apos a colheita, devido a auséncia de protecdo externa, o que
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contribui para ataques fisico-quimicos e microbiolégicos, levando a necessidade de
aplicacdes tecnolbgicas, como a secagem, para 0 aumento do tempo de prateleira
(TOLERA; ABERA, 2017).

Estes cogumelos sao conhecidos pela facilidade de crescimento em uma grande
variedade de residuos lignoceluldsicos, em que liberam enzimas para a degradacao da
matéria, fornecendo substratos para o desenvolvimento dos fungos, que pode ocorrer em
diversas condi¢des climaticas, devido a sua diversidade genética ocorrida ao longo do
tempo (AGARWAL et al., 2017; GONCALVES et al., 2017).

Entre os principais cogumelos deste género, encontra-se o Pleurotus ostreatus,
ou cogumelo-ostra, também conhecido como Hiratake ou Shiimeji-Brasil, sendo um dos
mais cultivados no mundo (Figura 1) (ABREU et al., 2007).

Este cogumelo é classificado como fungo da podridao branca da madeira, devido
a presenca de enzimas degradantes de estruturas fibrosas presentes em residuos
diversos, como palhas, bagacos e serragens, entre outros (ABREU et al., 2007;
SILVEIRA, 2015).

Figura 1: Cogumelo-ostra (Pleurotus ostreatus).

Va7 5% g

Fonte: VIEIRA; GONCALVES; MARQUES (2014).

Potenciais efeitos nutracéuticos e farmacoldgicos vém sendo atribuidos aos
cogumelos do género Pleurotus, incluindo: atividade hipolipidémica, antiaterosclerética,
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hipocolesterolémica e diurética, imunomoduladora, antioxidante, hepatoprotetora,
antiparasitaria, anti-inflamatoéria, antidiabética e moduladora da producéo de hormonios
(INACIO et al., 2015; AGARWAL et al., 2017; PAZZA et al., 2019).

A gama de beneficios atribuidos aos fungos se deve a sua composic¢ao nutricional,
em que o0 mesmo apresenta substancias de importancia ao organismo, contribuindo para
formacéo de um alimento de propriedades funcionais (AGARWAL et al., 2017).

Além de apresentar baixo teor de lipidios, apresentam boa concentragédo de acidos
graxos insaturados, aminoacidos essenciais e carboidratos complexos, que contribuem
para a melhora do quadro bioquimico, estdo presentes também fibras e uma gama de
micronutrientes (vitaminas, minerais e outros compostos bioativos), cruciais para os
efeitos nutracéuticos e farmacoldgicos citados (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017).

Em relacdo aos principais micronutrientes encontrados no Pleurotus, pode-se
destacar: fésforo, potassio, ergosterol (precursor da vitamina D2), compostos fendlicos,
tocoferois, acido ascorbico e carotenoides (DA SILVA; NEUZA, 2011)

No entanto, os efeitos benéficos do alimento podem depender da quantidade
ingerida pelo individuo. Com isto, apesar do elevado valor nutricional que compde o0s
cogumelos, o elevado teor de umidade faz com que esses possuam uma menor
guantidade de nutrientes em determinada por¢do do alimento, como descrevem Helm,
Coradin e Kestring (2009), necessitando de maiores volumes e uma maior variedade na

alimentacao para que sejam atingidas as recomendacdes diarias estabelecidas.

3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido pelo desequilibrio entre a producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), e as defesas antioxidantes (BARBOSA
et al., 2010). Também conhecidas como radicais livres (RLs), as ERO e ERN sdo atomos
ou moléculas altamente reativos e instaveis, interagindo com demais estruturas, em
busca de sua estabilidade, adquirida através do nimero impar de elétrons na ultima
camada de valéncia, que se encontram desemparelhados (FILIPPIN et al., 2008;
BRIEGER et al., 2012).
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Em proporc¢des adequadas, os RLs atuam como mediadores para a transferéncia
de elétrons em reacdes quimicas, sendo responsaveis pela geracéo de energia (trifosfato
de adenosina - ATP), fertilizacdo dos Ovulos, ativagdo de genes, além de atuar como
contribuintes para a defesa do organismo durante processos infecciosos (BARBOSA et
al., 2010).

Porém, em condicOes exacerbadas, o aumento de RLs leva a propagacédo do
estresse oxidativo, que gera um desequilibrio homeostético, contribuindo para a lesao de
células normais, amplificada na presenca de moléculas de carboidratos, lipidios,
proteinas, bem como DNA ou proteoglicanos (PIEREZAN et al., 2017).

A lesao celular ocorre devido a elevada reatividade de RLs, em que se encaixam
0 anion superoxido (Oze-), o radical hidroxila (OH¢), e o 6xido nitrico (NO¢), moléculas que
possuem um elétron ndo pareado em sua Ultima camada, ligando-se a estruturas, como
a parede celular, e ocasionando sua desestruturacdo (PEDROSO; VICENZI; ZANETTE,
2015).

A oxidacdo de proteinas e fosfolipidios da membrana, conhecidos como
carbonilacdo proteica (CP) e peroxidacdo lipidica (ou lipoperoxidacdo — LPO),
respectivamente, geram alteracdes no balanco hidrico da célula e oxidacdo de
componentes celulares, entre os quais, incluem-se cofatores enzimaticos, compostos
tiois, nucleotideos e o proprio DNA, e podem alterar de forma significativa a integridade
celular (FILAIRE et al., 2011; FOGARTY et al., 2011; PETRY et al. 2013).

As consequéncias do dano oxidativo se acumulam ao longo da vida, e, como
apontam Halliwell e Gutteridge (2018), este acumulo pode ser associado ao
desenvolvimento de uma série de doencas, como cancer, arteriosclerose, artrite,
neurodegeneracdo, desordens psicoldgicas, entre outras patologias e disturbios
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIGUORI et al., 2018).

3.2.1 Estresse oxidativo no esporte

A prética de exercicios fisicos contribui para o0 combate a doencgas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT) - tais como resisténcia a insulina e injdrias relacionadas a eventos

cardiovasculares, e auxilia na maior resisténcia e bem-estar do organismo. Porém,
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guando realizados de forma exaustiva, esses exercicios podem se configurar em um dos
principais fatores para a ocorréncia de danos celulares e teciduais, devido ao aumento
da atividade metabdlica e consequentes alteracdes bioquimicas e fisiologicas (PETRY et
al., 2013; PIEREZAN et al., 2017).

A duracdo e a intensidade da pratica desportiva realizada estdo diretamente
relacionadas ao aumento dos RLs. Exercicios que exigem um grande numero de
repeticdes de movimentos, com intensidade submaxima de um amplo grupo muscular e
por tempo prolongado, também chamados de exercicios de endurance, levam ao
aumento do consumo de oxigénio, e, em consequéncia, aumento do estresse oxidativo,
sendo as mitocondrias as principais produtoras de RLs, por meio da cadeia
transportadora de elétrons (DA SILVA; CHAVES, 2015; PEDROSO; VICENZI; ZANETTE,
2015).

Sejam em treinamentos ou competicdes, a pratica de exercicios extenuantes gera
o aumento da producédo de ERO, da fadiga e fraqueza muscular, devido a reducdo dos
niveis de antioxidantes no organismo, contribuindo para a lesdo de estruturas (DOS
SANTOS, 2012).

O aumento do estresse oxidativo pode acarretar uma maior susceptibilidade a
processos inflamatorios e imunossupressao dos atletas, condi¢des de vulnerabilidade e
risco de acometimento de doencas, devido a alteracbes em diversos parametros da
funcdo imunoldgica, incluindo a funcdo de células de defesa e elevada secre¢céo de
marcadores inflamatoérios, com potencial prejuizo a rotina de treinos e competicdes dos
desportistas (ROMANO; BORGES, 2007).

Além disto, como aponta o Centro de Nutricdo Funcional (VP, 2019), o aumento
da carga de treinamentos sem o periodo de descanso e recuperacao adequados, pode
levar o atleta as condi¢cdes de overreaching e overtraining, as quais se caracterizam por
perda no rendimento fisico a curto e longo prazos, respectivamente, devido ao estresse
aos quais os individuos sdo submetidos (VP, 2019).

Contudo, apesar das afirmativas acerca dos efeitos deletérios do estresse
oxidativo no esporte, estudos recentes vém demonstrando beneficios com pequena
presenca de RLs induzidos pelo exercicio, em que 0s mesmos ativariam sinais para o

metabolismo energético e anabolismo proteico, conduzindo o organismo a uma resposta
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adaptativa, com menor geracdo de fadiga e aumento da forca muscular (DATTA;
GABCHI, 2019).

Pesquisas realizadas com animais e humanos demonstraram haver o aumento da
VO2méx em testes de resisténcia, e reducdo de parametros relacionados a fadiga em
exercicios com bicicleta, com efeitos também sobre o0 aumento do consumo de lipidios
(DANESHVAR et al., 2013; AOI et al., 2015; COOK et al., 2015; STRAUSS; WILLEMS;
SHEPHERD, 2018).

No entanto, os resultados acerca da adaptacdo ao esporte necessitam de mais
estudos, a fim de determinar até que ponto pode-se condicionar o atleta aos efeitos do
estresse oxidativo, considerando as individualidades bioquimicas e adaptativas de cada
um, e ainda, contribuir para o melhor rendimento, com redugéo da fadiga, bem como dos
potenciais efeitos negativos do excesso de RLs no organismo (DA SILVA; MACEDO,
2011; GUIMARAES, VIANNA, 2013).

3.3 Sistemas antioxidantes

Todas as células possuem mecanismos de defesa contra a acdo do estresse
oxidativo e de efeitos desencadeados por ERO, sendo conhecido como sistema de
defesa antioxidante, dividido entre enzimatico e ndo enzimatico. Sua acéo se da de forma
direta ou indireta, na neutralizacdo, ou participacdo de sistemas enzimaticos com essa
funcdo, além da capacidade de contribuicdo para a acdo de reparos, através da
reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas (BARBOSA et al., 2010).

Entre o sistema de defesa enzimatico, se encontram as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), enquanto o sistema
nao enzimatico abrange compostos sintetizados pelo organismo, como: bilirrubina,
ceruloplasmina, acido urico, melatonina, sulfidrilas e hormoénios sexuais, além de
outras substancias provindas da alimentacdo ou suplementacdo, entre as quais:
vitaminas C e E, B-caroteno e flavonoides (PEDROSO; VICENZI; ZANETTE, 2015).

3.3.1 Sistema enzimatico
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Para evitar o acimulo de radicais O2¢- e peroxido de hidrogénio (H202), o sistema
enzimatico € o primeiro a atuar, de forma a acelerar processos que ja ocorreriam
normalmente no organismo, porém, em uma velocidade muito menor (Figura 2) (ONDEI,
L. S.; TERESA, F. B.; BONINI-DOMINGOS, 2014; PEDROSO; VICENZI; ZANETTE,
2015).

As SOD sao enzimas que possuem meia vida curta (inferior a 10 minutos), e atuam
na transformacao de dois anions radicais Oz2e- em um H202, sendo considerada a linha
de frente na defesa antioxidante presente no organismo (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011).

Estas enzimas podem ser encontradas em diferentes compartimentos, incluindo:
o citoplasma (SOD1), sendo dependente dos minerais cobre e zinco; a mitocondria
celular (SOD2), em que se faz necessaria a presenca de manganés; e também a matriz
extracelular e a superficie celular (SOD3) (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). O H202
resultante da dismutacéo do radical Oz2e- € removido por dois tipos de enzimas, a CAT e
a GPx (Figura 2) (BARBOSA et al., 2010).

A CAT, por sua vez, é uma proteina que contém um grupo heme e uma molécula
de NADPH por subunidade, e realiza a degradacdo do H202 em agua (H20) e oxigénio
(O2). Sua acédo envolve ligagdo com o ferro (Fe3+). Esta enzima se localiza nos
peroxissomos (bolsas membranosas no citoplasma de células), e pode também se fazer
presente nas mitocondrias cardiacas e hepaticas (figura 2) (KIRKMAN; GAETANI, 2007,
VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

Localizada na matriz celular e no citosol, a GPx atua, principalmente, no figado e
em eritrocitos, podendo também ocorrer no coracdo, em pulmdes e musculos. Sua acao
se da na reduc¢éo do H202, bem como de hidropeptideos organicos, utilizando para isto
um co-substrato, glutationa (GSH), tripeptideo formado por &cido &-glutadmico, cisteina e
glicina. A transferéncia de dois &tomos de hidrogénio aos peroxidos transforma-os em
alcool e/ou agua, o que resulta em glutationa dissulfeto (GSSG), necessitando da enzima
glutationa redutase para reducdo da glutationa (Figura 2) (LAWLER; POWERS;
CRISWELL, 1993; LAWLER; DEMAREE, 2001).

Figura 2 - Sistema enzimatico antioxidante
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Fonte: BASU; TEMPLE; GARG (1999).

3.3.2 Sistema nao enzimatico

Em busca da contribuicdo para a reducédo dos efeitos deletérios ocasionados por
exercicios de exaustdo e aumento do estresse oxidativo, diferentes estudos vém
relatando os efeitos de alimentos e nutrientes como potenciais agentes antioxidantes
para 0 organismo, em que o adequado aporte nutricional se faz necessario
(GONCALVES, 2014).

Grupamentos sulfidrila s&o considerados o0s maiores e mais frequentes
antioxidantes no plasma (NETO, SIVIERO, PADOVANI, 2016). Tratam-se de compostos
gue possuem ligacdo entre um atomo de enxofre e hidrogénio, possuindo estabilidade
devido a sua configuracdo eletrbnica na camada externa, fator de importancia para a
estrutura de proteinas, com capacidade de formar pontes dissulfeto em aminoacidos
sulfurados (TRZESNIAK, 2002).

As vitaminas C e E encontram-se entre 0s principais antioxidantes estudados,
nutrientes com potenciais beneficios empregados sobre a neutralizacdo de RLs, reducao
na incidéncia de resfriados e outras injurias ligadas ao trato respiratério em atletas
submetidos a bruscas variacdes de temperatura (WALSH, 2019).

Por outro lado, a administracdo de antioxidantes em exercicios moderados atua
como supressor dos beneficios ocasionados, como o aumento da regulacdo da

capacidade antioxidante e adaptacdo ao exercicio. Com 0 processo de adaptacdo ao
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treinamento, os produtos do dano oxidativo sdo reduzidos, confirmando a hipétese de
alguns pesquisadores de que a suplementacdo de antioxidantes ndo seria necessaria
para atenuacdo do estresse oxidativo no exercicio (BARBOSA et al., 2010).

Potenciais contribuicbes e as quantidades a serem administradas a diferentes
pessoas, devem considerar uma série de fatores, como: género, caracteristicas
individuais, e ainda a forma de ingestdo dos antioxidantes, pois podem interferir sobre a
efetividade dos mesmos (PEDROSO; VICENZI; ZANETTE, 2015).

Desta forma, é necessério averiguar o tipo de exercicio e as respostas pré e
antioxidante, a fim de compreender sua funcdo em esportistas (DATTA; BAGCHI, 2019).
Como coloca Goncalves (2014), Guest et al. (2019), primeiramente o conhecimento
acerca das necessidades individuais e deficiéncias nutricionais deve ser obtido, pois ndo
s6 a suplementacao de forma incorreta, como também a ingestéo insuficiente e caréncia
de nutrientes pode impactar significativamente a pratica de esportes, na qual individuos
poderiam se beneficiar da adicdo de complementos nutricionais (GONCALVES, 2014;
GUEST et al., 2019).

3.4 Métodos de avaliacdo do estresse oxidativo

N&o existem ainda indices préprios e diretos para a avaliacdo do estresse
oxidativo, principalmente, devido a curta meia vida e rapida reatividade de RLs a
componentes reguladores da oxidagao (FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, 2018).

Desta forma, sua mensuracao ocorre através de produtos resultantes da interacdo
entre RLs e demais componentes do organismo, podendo ser verificados: peroxidacao
lipidica, dano a proteinas e DNA, bem como alterag6es em enzimas, incluindo CAT, SOD
e GPx e mecanismos antioxidantes (PRYOR, 1986; SCHNEIDER et al., 2009; YOUSSEF;
SALEM, 2019).

A peroxidacao lipidica, devido a elevada possibilidade de oxidacao de lipidios, se
mostra como um marcador sensivel para a avaliacdo do estresse oxidativo, possuindo,
entre as técnicas utilizadas, o TBA-RS, ensaio com substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (ATB) (CHENG et al., 2017).
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Neste método, que pode ser realizado no plasma, soro, na urina ou em diferentes
tecidos dos avaliados, consiste na avaliacdo da presenca de malondialdeido, altimo
produto da oxidagdo de moléculas de lipidios, que reage com o ATB, em pH baixo e
temperatura elevada, para formar um complexo com absor¢do méaxima em 535 nm,
guando avaliado em espectrofotémetro, sendo considerados normais valores de até 440
ng/mL (MIHARA; UCHIYAA, 1978; PERCARIO, 2010; MACHADO, 2019).

A maior parte das proteinas plasméticas contém residuos de cisteina em sua
estrutura, e essa, por sua vez, grupamentos sulfidrila, que podem ser facilmente oxidados
por EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Combinada a ela, a deteccdo de
proteinas carboniladas, indicadora global de estresse oxidativo celular, pode evidenciar
a oxidagéao proteica, contribuindo para o fornecimento de uma relagdo entre o estresse

oxidativo e a capacidade antioxidante do individuo avaliado (LEVINE et al., 1990).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de intervencao, do tipo randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, com amostra selecionada por conveniéncia, realizado entre os

meses de maio de 2021 e fevereiro de 2022, na cidade de Joinville - SC.

4.2 Participantes

O estudo ocorreu entre individuos do sexo masculino, com idades de 18 a 60 anos,
praticantes de ciclismo h& seis meses ou mais, residentes na cidade de Joinville-SC, e
que se dispuseram a participar da pesquisa ao verificar o anuncio realizado em redes
sociais (Instagram® e Whatsapp®) e grupos de ciclismo existentes no municipio. Para a
populacao-alvo, foi obtido o valor de 26 atletas - com base no namero total de individuos
cadastrados na Federacédo Catarinense de Ciclismo (FCC, 2020), na modalidade ciclismo
de estrada, considerando a representatividade de participantes da cidade de Joinville,

havendo como margem de erro amostral 5%:

Em que:

n = Numero de individuos na amostra;

Za/2 = Valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado;

p = Proporcdo populacional de individuos que pertence a categoria que se

pretende avaliar;

g = Proporcao populacional de individuos que ndo pertence a categoria que se

pretende avaliar (q =1 — p);

E = Margem de erro ou erro maximo de estimativa. Identifica a diferenca maxima
entre a propor¢cdo amostral e a verdadeira proporgdo populacional (p) (LEVINE;
BERENSON; STEPHAN, 2000).



4.3 Critérios de inclusao

Nos critérios de inclusdo se encontraram atletas do sexo masculino, gue possuiam
idades entre 18 e 60 anos, e que realizavam treinos periédicos por pelo menos trezentos
minutos, ou 5 horas por semana, nhum periodo minimo de seis meses. Ainda, foram
incluidos os participantes que assinaram corretamente o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), bem como realizaram a suplementacdo conforme as orientacdes

repassadas, e que participaram de todas as coletas sanguineas propostas.

4.4 Critérios de exclusao

Nos critérios de exclusdo, encontraram-se todos os participantes que, apos o
aceite para a realizacdo da pesquisa, se recusaram a fazer uso do suplemento,
apresentaram alguma reacao adversa com seu consumo, ou, ainda, que possuiam algum
historico de condicdo médica. Ainda, foram excluidos os individuos em uso de medicagéo
capaz de levar a alguma alteracdo do metabolismo, ou que possuiam alguma condicéo

cronica que limitasse a aplicacdo do estudo.

4.5 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
da Regido de Joinville - UNIVILLE, seguindo todos os parametros descritos na resolucao
466/2012 (BRASIL, 2012), e foi aprovado sob parecer numero 4.493.190.

Ressalta-se que o presente estudo ndo possuiu financiamento de qualquer
empresa do ramo farmacéutico, sendo as despesas financiadas pelo Fundo de Apoio a
Pesquisa da UNIVILLE e pela pesquisadora responsavel.

Apoés a anuéncia do CEP, e no periodo destinado para realizagdo das analises,
ocorreu agendamento por meio de redes sociais (Instagram® e/ou Whatsapp®), junto

aos participantes interessados, para realizacdo das coletas de sangue e entrega de
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material (capsulas e TCLE). Ainda, os individuos foram instruidos quanto aos critérios
estabelecidos para as coletas sanguineas (detalhamento a seguir).

Na data e local programados, antecipando a coleta de dados, os participantes
foram esclarecidos acerca dos objetivos do estudo e dos procedimentos a serem
realizados, apontando-se 0s riscos e beneficios da pesquisa. Entdo, houve exposicéo
sobre o delineamento do estudo, além da forma correta de administracdo do suplemento,
bem como novamente a obtencéo de dados (coletas sanguineas).

Os atletas receberam material via mensagem eletronica (Whatsapp®) com
orientacbes (apéndice B), essas reforcadas verbalmente, acerca de critérios
estabelecidos para as coletas e suplementacao, incluindo: intervalo de 24 horas da
pratica de exercicios fisicos anteriores as coletas e com 12 horas de jejum (informacdes
cedidas no momento do agendamento); ndo realizacdo de alteracdo, no periodo
proposto, de sua dieta, bem como rotina de treinos; consumo de 6 capsulas de
suplemento (330.mg de Pleurotus ostreatus/capsula) /placebo (330 mg de farinha de
arroz integral/cidpsula) ao dia, sendo 3 cpsulas consumidas no periodo anterior (30
minutos) a primeira refeicdo e 3 capsulas no periodo anterior (30 minutos) a ultima
refeicdo, durante 14 dias, a contar da primeira coleta sanguinea; auséncia do uso de
suplementos e/ou medicamentos de caracteristica antioxidante; assisténcia e
acompanhamento, via rede social (Whatsapp®), para lembrete sobre o consumo do
suplemento/placebo e retirada de duvidas ou apresentacdo de queixas, caso houvesse.

Apbs o aceite da realizagcdo da coleta, foi entregue o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) ao participante, este assinado em duas vias, uma copia para o
participante e outra para o pesquisador, e posteriormente os dados foram coletados, e as
capsulas contendo cogumelos ou placebo entregues.

Apos a coleta de dados, os documentos e dados obtidos pela pesquisa, estdo e
permanecerdo sob guarda e responsabilidade da pesquisadora responsavel por um
periodo de cinco anos, sendo mantidos em sigilo pela mesma. Com o fim do estudo, os
participantes serdo comunicados acerca dos resultados do mesmo.

O devido descarte de materiais utilizados na pesquisa ocorreu da seguinte
maneira: 0os materiais bioldgicos e objetos usados para sua analise foram devidamente

segregados apos as analises, e entdo submetidos a inativacdo microbiana, para entdo
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seguir ao devido descarte, em local apropriado. Os materiais deverdo permanecer

arquivados por cinco anos (dados, TCLE), e apoés este periodo, reciclados.

4.6 Randomizacdo e mascaramento

A randomizacao do estudo foi realizada utilizando o site www.randomization.com.
O modo gerador de sequéncias que foi utilizado produziu codigos alfanuméricos
aleatorios, compostos por cinco digitos cada, entregues a um voluntario externo a
pesquisa, que realizou a separacdo das capsulas contendo cogumelos ou placebo
destinadas aos devidos participantes, sem conhecimento da pesquisadora responsavel
sobre qual o destino de cada uma até o término da coleta de dados. Os cdédigos
respectivos (placebo ou suplemento) foram dispostos na forma de adesivos nas tampas
dos frascos, para registro no momento de entrega ao participante, e posterior verificacao

de dados.

4.7 Materiais

Para a producdo dos suplementos, foram necessarios cogumelos da espécie
Pleurotus ostreatus, que passaram por processos fisico-quimicos para a obtencéo das
capsulas, com o emprego de solucdes e equipamentos especificos para sua producéo,
necessitando de uma estufa e um liquidificador, bem como de cépsulas vegetais e uma
encapsuladora manual.

Ainda, antes e apds a administracdo do suplemento, houve a coleta de amostras
sanguineas dos participantes, utilizando-se seringas, agulhas e luvas descartaveis, bem
como outros instrumentos, entre os quais centrifuga, além de kits reagentes e

espectrofotdbmetro para a obtengéo dos resultados.

4.8 Obtencao do suplemento
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Os cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus utilizados para o estudo foram
obtidos de um produtor local. Apés a obtencéo, os cogumelos foram desidratados a 40°
C por 48 horas, para entdo serem moidos até o formato de pé.

O po6 foi encapsulado em cépsulas com capacidade para 330 mg de Pleurotus
ostreatus.

Para a obtencédo do placebo, cada capsula foi preenchida com farinha de arroz
integral, de modo com que a aparéncia, cor e peso das capsulas fosse a mesma em

ambos os casos, placebo e suplemento.

4.9 Coleta de dados

Inicialmente, foi realizado contato via redes sociais (Instagram® e Whatsapp®),
com os individuos interessados, em que houve breve explanacdo acerca de objetivos e
procedimentos a serem realizados. Em caso de aceite, foram agendados horarios para
comparecimento ao Centro cirirgico Experimental da UNIVILLE, com solicitacdo prévia
para a auséncia de treino por um periodo de 24 horas, e jejum de 12 horas (Figura 3).

No local e data programados, foram explanados objetivos, riscos e beneficios da
pesquisa, além das etapas de avaliacdo. Em caso de aceite, os participantes realizaram
assinatura do TCLE, recebendo neste momento uma copia do documento, bem como
material eletrénico com orientacdes para a suplementacao e coleta de dados (também
apresentada verbalmente). Posteriormente, foi realizada a primeira coleta sanguinea, e
entdo as capsulas foram entregues aos participantes, com registro de codigo
alfanumérico disposto na tampa do frasco (para posterior reconhecimento de grupos,
placebo ou suplementado).

Ocorreu entdo administracdo do suplemento ou placebo, ingerido de forma oral
pelos atletas, por um periodo de duas semanas (14 dias), a partir da data de coleta
sanguinea inicial. Os participantes foram orientados a ingerir seis capsulas ao dia,
constituindo um total de 2 g/dia ou placebo, administradas com 30 minutos antecedentes
ao café da manha e jantar (trés capsulas em cada periodo).
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Para auxilio no consumo e reducédo da possibilidade de esquecimento quanto ao
uso da suplementacéo, foram enviadas mensagens diarias via midia social (Whatsapp®),
proximo aos periodos propostos.

Com o término da suplementacdo, os atletas retornaram ao Centro cirargico
Experimental da UNIVILLE, em horario previamente agendado, para nova coleta

sanguinea, em mesmas condic¢des de jejum e periodo de treinos da coleta anterior.
Figura 3: Desenho do estudo
Admissao de ciclistas ha pelo menos 6 meses
Anélise laboratorial

Administracdo de suplemento ou placebo por 14 dias

Anélise laboratorial

4.10 Obtencao das amostras sanguineas

As coletas sanguineas foram realizadas pela Técnica de Enfermagem do Centro
cirargico Experimental da UNIVILLE. As amostras foram retiradas de veia periférica do
braco (veia basilica), com coleta de cerca de 8 mL por agulhas descartaveis estéreis, em
2 tubos (4 mL/tubo, um contendo heparina para obtencédo de plasma e eritrécitos e o
outro gel separador para obtencéo de soro) evacuados (Vacutainer(], BD, Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil), devidamente etiquetados com 0 numero correspondente da

amostra.

As amostras foram cuidadosamente refrigeradas em caixa de isopor com bolsa de
gelo reutilizavel, sendo encaminhadas imediatamente ao Laboratério de Praticas
Farmacéuticas da UNIVILLE. As amostras foram dispostas em microtubos, congeladas a
-80° e estocadas, para analises posteriores dos parametros de estresse oxidativo:
peroxidacdo lipidica (TBA-RS), conteudo total de sulfidrilas e teor de proteinas
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carboniladas; atividade das enzimas antioxidantes: CAT, GPx e SOD; e perfil bioquimico:
proteinas totais, albumina, glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL-C e
colesterol LDL-C.

4.11 Preparacdo das amostras

4.11.1 Preparacao dos eritrécitos e do plasma

Os eritrocitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de sangue total
coletadas em tubo de ensaio contendo o anticoagulante heparina.

O sangue total foi centrifugado a 1,000 x g, o plasma separado e congelado para
posterior determinacdo de TBA-RS, contetdo total de sulfidrilas e de proteinas
carboniladas.

Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solucdo salina gelada (0,153 mol/L
cloreto de sédio). Os lisados foram preparados pela adicdo de 0,9 mL de agua destilada
para 100 uL de eritrécitos lavados e congelados para posterior determinacao da atividade
das enzimas antioxidantes.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, eritrécitos foram
congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por 10 min. O
sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de proteina (LIMA et
al., 2017).

4.11.2 Preparacao do soro

O sangue total foi coletado em tubo de ensaio sem anticoagulante. Apés o material
foi centrifugado a 1000 x g por 10 min e o0 soro removido para determinacdo de
marcadores bioguimicos dos pacientes.

4.11.3 Parametros do estresse oxidativo

° Peroxidacéo lipidica: TBA-RS foi determinado de acordo com o método

descrito por Ohkawa et al. (1979). A metodologia de TBA-RS, mensura o malondialdeido
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(MDA), um produto da lipoperoxidagéo, causado principalmente por radicais livres OHe.
O plasma foi misturado com &cido tricloroacético a 20% e 0,8% de acido tiobarbitdrico e
aquecido num banho de agua fervente durante 60 min. TBA-RS foi determinado pela
absorbancia a 535 nm. Uma curva de calibracdo foi obtida utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como o precursor de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao
mesmo tratamento que o das amostras. Os resultados foram expressos em nmol de MDA

por mg de proteina.

e Conteddo total de sulfidrilas:

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito
por Aksenov e Markersbery (2001), o qual se baseia na reducdo do acido
ditionitrobenzdico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que é
mensurado espectrofotometricamente em 412nm (AKSENOV; MARKERSBERY, 2001).
Primeiramente, 50 yL de plasma foi adicionado a 1mL de tampé&o PBS pH 7,4 contendo
EDTA 1mM. A reacéo foi iniciada pela adigdo de 30uL de DTNB 10mM e incubada
durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram

expressos em nmol TNB/mg de proteina.

e Conteudo de proteinas carboniladas:

O teor de carbonilas foi verificado através de um método descrito por Reznick e
Packer (1994), com base na reacdo de carbonilacdo de proteinas com
dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido
espectrofotometricamente a 370 nm.

Resumidamente, 200 uL de plasma foi adicionado a tubos de plastico contendo
400 uL de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado em HCI 2 M) (REZNICK; PACKER,
1993). As amostras foram mantidas no escuro durante 1 hora e agitadas em vortex a
cada 15 min. Subsequentemente, 500 uL de &cido tricloroacético a 20% foi adicionado a
cada tubo.

A mistura foi submetida a vortex e centrifugada a 14.000 x g durante 3 min e o
sobrenadante obtido descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol / acetato
de etila (1: 1 v/ v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante 3 min. O sobrenadante foi
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rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de guanidina 6M (preparado numa
solucéo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3), antes de agitacdo em vortex e incubacéo
a 60°C durante 15 min. As amostras foram em seguida centrifugadas a 14.000 x g durante
3 min e o sobrenadante usado para medir a absorbancia a 370 nm (UV) numa cubeta de
quartzo. Os resultados foram relatados como conteudo total de carbonilas (nmol / mg de

proteina).

e Catalase (CAT):

A atividade da CAT foi ensaiada pelo método de Aebi (1984), usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel (AEBI, 1984). O método utilizado baseia-se no
desaparecimento de H202 num meio de reacdo contendo 25uL de amostra, 600 uL de
tampéo fosfato de potassio 10mM, pH 7,0, contendo H20220mM. A absorbancia foi lida
a cada 10 segundos por 1 minuto e 40 segundos a 240 nm em espectrofotometro. Uma
unidade de CAT é definida como 1umol de H202 consumido por minuto e a atividade

especifica é calculada como unidades de CAT/mg de proteina.

e Glutationa Peroxidase (GPx):

A atividade da GPx foi mensurada pelo método de Wendel (1981), utilizando tert-
butil-hidroperéxido como substrato (WENDEL, 1981). A decomposicdo do NADPH foi
monitorada em espectrofotbmetro (Shimadzu UV-visivel) & 340nm por 3 minutos e 30
segundos.. O meio continha 90 pyL de amostra, 20 yL de GSH 2mM, 30 yL de GSH
redutase 0,15U/mL, 10uL de azida 0,4mM , 10 uL de NADPH 0,1 mM e 800 pL de
tampdo. A absorbancia foi mensurada a cada 10 segundos por 1 minuto e 30 segundos.
Em seguida, 50 uL de tert-butil-hidroperéxido 0,5 mM foi adicionado e a absorbancia foi
mensurada por mais 2 minutos. Uma unidade de GPx é definida como 1umol de NADPH
consumido por minuto e a atividade especifica é apresentada como unidades de GPx/mg

de proteina.

e Superoxido Dismutase (SOD):
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A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidacédo do pirogalol,
como descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de superoxido
(O2--), que é um substrato para a SOD (MARKLUND, 1985). Primeiramente, 15 pL de
cada amostra foram adicionados a 215uL de uma mistura contendo 50uM de tampao
Tris, 1uM de EDTA, pH 8,2, e 30uM de catalase. Subsequentemente, foram adicionados
20uL de pirogalol e a absorbéancia registrada imediatamente a cada 30 segundos durante
3 minutos a 420nm usando um espectrofotdometro Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da
auto-oxidacdo do pirogalol ocorre na presenca de SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma unidade de SOD é definida como
a quantidade de SOD necesséria para inibir 50% da auto-oxidacdo de pirogalol e a

atividade especifica € relatada como unidades de SOD/mg de proteina.

e Dosagem de Proteinas

A determinacgédo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951), onde

foi utilizada albumina sérica bovina como padrao.

4.11.4 Analise do perfil bioquimico

As dosagens bioquimicas foram realizadas através de kits enzimaticos, de acordo
com os métodos empregados pelo fabricante: glicose (teste enzimético colorimétrico
Liquiform, referéncia 133 da Labtest ), proteinas totais (teste enziméatico colorimétrico
Liquiform, referéncia 99 da Labtest), albumina sérica (teste enzimatico colorimétrico
Liguiform, referéncia 19 da Labtest), colesterol total (teste enzimatico colorimétrico
Liguiform, referéncia 76 da Labtest), colesterol HDL-C (teste enzimético colorimétrico
Liquiform, referéncia 13 da Labtest) e triglicerideos (teste enzimatico colorimétrico
Liquiform, referéncia 87 da Labtest).

Para a obtencdo dos valores de colesterol LDL-C, foi utilizada equacao de
Friedewald, Levi e Fredrickson (1972), que estima o nivel plasmatico de LDL-C através
das concentracdes plasmaticas de colesterol total, HDL-C e VLDL-C (estimada a partir
da concentracéo dos triglicerideos) da seguinte forma:
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Colesterol LDL-C (mg/dL) = Colesterol total — ( HDL-C + Triglicerideos/5).

4.12 Riscos/beneficios

Houveram riscos médios, pois 0 consumo das capsulas poderia levar a dificuldade
de ingestdo dos suplementos, bem como engasgos. Para que se evitassem tais
ocorréncias, os participantes foram orientados a fazer uso do comprimido junto a ingestéo
de agua.

Quanto aos procedimentos de coleta de sangue, apesar de pouco invasivos, esses
poderiam gerar rompimentos de vasos sanguineos e pequeno hematoma no local de
aplicacdo da agulha, além de possivel queda de pressdo, tontura e desmaios.
Procurando evitar tais ocorréncias, a coleta das amostras foi realizada por profissional
capacitado (técnico de enfermagem), com a presenca de materiais adequados e em local
apropriado para esta atividade.

Ainda, sob qualquer intercorréncia, e em caso de necessidade, o participante seria
encaminhado a atendimento especializado pelo pesquisador responsavel, para a
resolucao de qualquer problema apresentado.

Além de conhecer os efeitos da suplementacdo com cogumelos da espécie
Pleurotus ostreatus, o presente estudo busca ter a possibilidade de contribuir com a
comunidade cientifica, quanto ao conhecimento a respeito desse alimento, seus
potenciais beneficios e o desenvolvimento de novos produtos.

Esta pesquisa tem sua contribuicdo para a saude e qualidade de vida de individuos
atletas, bem como para a populacdo em geral, visto que os efeitos antioxidantes dos
cogumelos, se provados, poderdo auxiliar na reducdo de desordens geradas pela
presenca de RLs e estresse oxidativo no organismo, garantindo também maior aporte
nutricional, proporcionado por esse alimento.

Tais beneficios se estendem, ainda, ao meio ambiente, visto que a producdo de
cogumelos, de facil cultivo e baixo custo, contribui para a decomposicdo da matéria

organica, reduzindo a quantidade de residuos depositados no solo.
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4.13 Analise e processamento de dados

Os dados foram organizados utilizando o programa Microsoft Excel® 2019, e
analisados utilizando o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS),
versado 21. Os dados foram dispostos na forma de tabelas e figuras, como médias +
desvio padrao.

Para as variaveis categoricas, os valores de frequéncia absoluta e relativa
foram descritos na forma de média e intervalo de confianga de 95% (limites inferior e
superior), e o teste de qui-quadrado ou exato de Fisher foi utilizado para fazer a
comparacao entre 0S grupos.

Para a verificacao de perfil bioquimico e parametros do estresse oxidativo, entre
grupos e periodos antes-apos a suplementacao, Teste t de Student pareado bicaudal foi
aplicado entre 0s grupos antes-depois, para cada variavel dos grupos controle e
intervencado, quando as variaveis se apresentaram paramétricas conforme do teste de
normalidade D’Agostino-Pearson e teste de Wilcoxon pareado quando as variaveis nao
se apresentaram paramétricas (ndo assumiram distribuicdo gaussiana). Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5 INTERDISCIPLINARIEDADE

A interdisciplinaridade se trata de um adjetivo do comum a dois ou mais ramos do
conhecimento, promotora de uma visdo ampla sobre aquilo que € avaliado. Desta forma,
o principal foco do estudo se da na area da saude, verificando a efetividade da
suplementacdo com Pleurotus ostreatus sobre a reducdo do estresse oxidativo em
individuos atletas, elevado na pratica de atividades fisicas extenuantes; e melhora do
perfil bioquimico.

O projeto também engloba a area ambiental, devido a importancia dos cogumelos
em seu meio de desenvolvimento, com a acao de enzimas digestoras, produzidas pelos
fungos, na decomposicdo de matéria organica e reaproveitamento de residuos
agroindustriais no seu processo de producéo.

Ainda, a facilidade de producdo e composicdo nutricional dos fungos estédo
diretamente relacionadas a um problema de saude publica, a subnutricdo, caracteristica
que afeta diversos paises, e que no Brasil acomete uma grande parte da populacédo, em
gue tanto a fome como o excesso de alimentacao contribuem para o desenvolvimento de

doencas no pais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Mushrooms are fungi that have good nutritional composition, in
addition to functional properties with potential effects, including antioxidant, anti-
inflammatory, antiviral and hypoglycemic, in addition to their ability to reduce free radicals
(FR) and oxidative stress in the body. Despite the benefits sport practice, excessive
physical exercise can lead to the occurrence of cellular and tissue damage, greater
involvement on inflammatory processes and immunosuppression. OBJECTIVES: To
analyze the effects of Pleurotus ostreatus mushroom extract supplementation on
biochemical indicators and oxidative stress markers in cycling athletes from Joinville-SC,
before and after supplementation, in comparison to placebo. MATERIAL AND
METHODS: This is a descriptive, randomized, double-blind, placebo-controlled study,
with a sample selected for convenience, carried from May 2021 to February 2022, in the
city of Joinville - SC. After approved by the Univille University Research Ethics Committee
under the CEUA protocol number 4.493.190, men from 18 to 60 years old were recruited,
with periodic training for at least 5 hours a week. In total 19 participants were evaluated
for 14 days, in which 9 men consumed the supplement and another 10 consumed placebo.
Capsules (330 mg of Pleurotus ostreatus or placebo) and guidelines for supplement
administration and blood collections were delivered. Questions about anthropometric and
train aspects were asked orally. Samples were collected after fasting for 12 hours in the
area of laboratories of the Univille Experimental Surgery Center, before and after 14 days
of supplementation, and sent directly to evaluations. The oxidative stress parameters
analyzed were thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl and
carbonyl protein content and the activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and biochemical profile
were glucose, total proteins, albumin, total cholesterol, HDL-C, LDL-C and triglycerides.
To obtain LDL-C, the Friedewald, Levi and Fredrickson equation was used. Results were
analyzed by Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program and expressed as
mean and standard deviation (+SD). Categorical variables were described as mean and 95%
confidence interval and the chi-square or Fisher's exact test was used to compare the groups.

To verify the biochemical profile and parameters of oxidative stress, between groups and
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periods before-after supplementation, two-tailed paired Student's t test was applied between
groups before-after. Values of p<0.05 were considered statistically significant. RESULTS:
Participants had a mean age of 36 years (+9.0), 1.78 meters (+0.1) and body index of
24.2kg/mz? (+2.9). A mean number of cyclists answered to have a weekly frequency of 5-
7 days train (n=12, 63.1%), in a period between 3 to 5 hours/day (n=14, 73.6%). When
evaluated biochemical indicators, Pleurotus ostreatus presented its effectiveness in the
increase of albumin ( p=0.0401) and HDL-C ( p=0.0093) levels in the intervention group.
Oxidative stress parameters showed a reduction in the protein carbonyl content
(p=0.0401) and increase in all antioxidant enzymes, CAT (p=0.0147), GPx ( p=0.0212)
and SOD ( p=0.0201), in participants who consumed mushroom supplement.
CONCLUSION: Results suggest that the consumption of Pleurotus ostreatus
improved lipidic profile and oxidative stress parameters in cyclists. More studies are

needed in order to confirm its benefits considering different variables.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Oxidative Stress, Free Radicals, Supplements, Exercise.
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1 INTRODUCTION

Mushrooms belong to the Fungi Kingdom and are defined by Shu-Ting Chang as
“[...] macro fungi with characteristics fruiting bodies, big enough to be visible with naked
eye and collected with hands” (1). They are multicellular, eukaryotes, heterotrophs and
saprophytes beings, which obtain its source of living by organic matter decompaosition,
contributing to the environment (2).

Mushrooms have different and characteristic functions, with their consumption rising
globally. Pleurotus spp. is one of the main types of edible mushrooms, a sensitive and
delicate product, easy to grow in a vary of climatic conditions (3). Mushrooms from this
genus are made of 80-90% of water and 50-60% of carbohydrates, including mono and
oligosaccharides. They have low lipid content, in special, formed by monounsaturated
fats, no presence of cholesterol, and contain essential amino acids, which contribute to a
healthy body (4). The nutritional composition of mushrooms contributes to functional
properties, such as antioxidant, anti-inflammatory and antiviral effects, reduction of
hypercholesterolemia and hyperglycemia, also contributing for taste and texture in a lot of
culinary prepares (3).

Pleurotus are rich in fibers, specially B-glucans, a polysaccharide that acts as prebiotic,
minerals (potassium, phosphor, magnesium, calcium, copper, iron, zinc, selenium),
vitamins (C, D and E), glutathione and L-ergothioneine. These nutrients can contribute to
a lot of benefits evolving quality of life, being associated with a reduction of diseases, such
as osteoporosis, diabetes and better immune system (5). The nutritional properties shown
in mushrooms can also be beneficial athletes, leading to a reduction of exhaustion caused
by train and competitions, increased ability of free radicals’ elimination and bigger exercise
insensitivity, which contributes to better results in sports (4).

The practice of exercises helps in the combat noncommunicable diseases (NCDs)
and body’s health. On the contrary, when the exercise is done in an exhaustive way, it
can configure one of the main factors to the occurrence of cellular and tissues damages,
due to the increase in the metabolic activity, with biochemical and physiological changes,
the increase of free radicals’ production, inflammatory process and immunosuppression
(5).
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Thus, considering the potential benefits of edible mushrooms in health and physical
performance, this study aimed to answer this question: Can the antioxidant properties
existent in Pleurotus ostreatus contribute to reductions of oxidative stress markers and

improve biochemical profile in cyclists?

2 MATERIALS AND METHODS

This study was a randomized, double-blind, placebo-controlled trial in which
participants were randomly assigned by a computer-generated sequence to either receive
2g/day of Pleurotus ostreatus powder) or 2g/day of placebo (brown rice flour), both
consumable in 6 soft gel capsules. Participants were instructed to maintain consistent
dietary and physical training habits throughout the study. There was a collection of blood
sample before and two weeks after supplementation, in order to evaluate biochemical and

oxidative parameters.

2.1 Participants

Twenty-four (36+9.0 years) men volunteered for the study. Nineteen (79%)
completed the intervention. Participantes were recruited from social midia advertisements,
cycling teams and associations. The cyclists were screened and excluded if they had any
medical conditions of limitation to the study and/or were in use of medicines which could
lead to metabolic changes. The study was approved by the Univille University Research
Ethics Committee under the CEUA protocol number 4.493.190 and a written informed

consent was obtained from each participant.

2.2 Supplementation Protocol

Participants in the intervention and placebo group were instructed to consume 6
capsules per day during 14 days. The cyclists were asked to take their supplement 30

minutes before the first (3 capsules) and last (3 capsules) meal. Both intervention and
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placebo capsules were produced by the main researcher, with Pleurotus ostreatus coming
from an organic producer of Joinville (SC, Brazil).2.3 Samples preparation

A Dblood sample was collected from each participant, before and after the
supplementation period. The sample was taken from a peripheral vein (basilica vein) after

fasting for 12 hours.

Serum preparation

Serum was produced from total blood samples obtained from rats. The peripheral
blood was immediately collected and transferred to tubes without anticoagulant,
centrifuged at 1,000 rpm for 10 min, after separation and used for studies of biochemical

parameters (Lima et al., 2017).

Erythrocytes and plasma preparation

Erythrocytes and plasma were prepared using whole blood samples from rats.
Whole blood was collected and stored in heparinized tubes in order to separate
erythrocytes. Blood samples were centrifuged at 1,000 x g, the plasma was removed by
aspiration and frozen at -80° C until analysis. The erythrocytes were washed three times
with cold saline solution (0.153 mol / L sodium chloride). Lysates were prepared by adding
1 mL of distilled water to 100 pL of washed and frozen red blood cells at -80° C until the
antioxidant enzyme activities were performed.

To define the activity of the antioxidant enzymes, the erythrocytes were frozen and
thawed three times and centrifuged at 13,500 x g for 10 min. The supernatant was diluted

to a concentration around 0.5 mg / ml of protein.

2.4 Biochemical Profile and Parameters of Oxidative Stress

Biochemical dosages

Biochemical dosages (glucose, total protein, albumin, total cholesterol, serum high-
density lipoprotein (HDL-C) and triglycerides) was measured by enzymatic Liquiform kits
(Labtest). Absorbance was verified using a UV-vis Shimadzu spectrophotometer,

according to the manufacturer's package insert.
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. Serum low-density lipoprotein (LDL-C) was taken from the equation described by

Friedewald, Levi and Fredrickson: Total cholesterol — (HDL-C + triglycerides/5).

Oxidative Stresse Parameters

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were defined according to the method of Ohkawa et al. (1979). The
methodology for the study of TBA-RS measures malondialdehyde (MDA), resulting from
lipoperoxidation, provided predominantly by hydroxyl free radicals At first , plasma and
kidney in 1.15% KCI was mixed with 20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid
and heated in a boiling water bath for 60 min. TBA-RS were determined by the absorbance
at 535 nm. A calibration curve was acquired using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the
MDA precursor and each curve point was exposed to the same treatment as that of the
supernatants. TBA-RS content was presented in nanomoles of MDA formed per milligram

of protein.

Total Sulfhydryl Content

The total sulfhydryl content was performed following the method of Aksenov &
Markersbery (2001), based on the reduction of dithionitrobenzoic acid (DTNB) by thiols,
yielding a yellow derivative (TNB), which is evaluated spectrophotometrically at 412 nm.
For the assay, 50 yL of homogenate was added to 1 mL of phosphate-buffered saline
(PBS), pH 7.4, composed of 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The reaction
started with the addition of 30 uL of 10 mM DTNB and incubated for 30 minutes at room
temperature in the dark. Analyses of a blank (DTNB absorbance) was also performed.

The results were presented as nmol TNB/mg protein.

Protein carbonyl Content

Protein Carbonyl content was tested using the meyhodology detailed by Reznick &
Packer (1994), based on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine, in
order to form dinitrophenylhydrazone, a vyellow compound that is measured

spectrophotometrically at 370 nm. Briefly, 200 pL of plasma or homogenate were added
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to plastic tubes containing 400 pL of 10 mM dinitrophenylhydrazine (prepared in 2M HCI).
Samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every 15 min. Successively, 500 pL
of 20% trichloroacetic acid were added to each tube. The mixture was vortexed and
centrifuged at 14.000 rpm for 3 min and the resulting supernatant was excluded. The pellet
was washed with 1 mL ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v), vortexed and centrifuged at 14.000
rpm for 3 min. The supernatant was discarded and the pellet re-suspended in 600 uL of 6
M guanidine (prepared in a 20 mM potassium phosphate solution, pH 2.3), pre-vortexed
and incubated at 60 ° C for 15 min. Thus, samples were centrifuged at 14.000 rpm for 3
min and the supernatant was used to measure absorbance at 370 nm (UV) in a quartz

cuvette. Results were described as carbonyl content (nmol/mg protein).

Catalase Assay (CAT)

CAT activity was established by the method of Aebi (1984). This method is based
on the disappearance of hydrogen peroxide (H2032) in a reaction medium composed by
25uL of sample and 600 pL of 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, 20 mM H20:.
The absorbance was counted every 10 seconds for 1 minute and 40 seconds at 240 nm
using a spectrophotometer. One CAT corresponds to 1 umol of H202 consumed per

minute and the specific activity is calculated as CAT units/mg protein.

Superoxide Dismutase Assay (SOD)

SOD activity was analyzed by the methodology of Marklund (1985), a procedure
extremely dependent of superoxide (O2%), which is a substrate for SOD. 15 yL of each
sample was added to 215 pL of a mixture containing 50 uM Tris buffer, 1 uM EDTA, pH
8.2, and 30 uM CAT. Then, 20 uL of pyrogallol was added and the absorbance was
counted every 30 seconds for 3 minutes at 420 nm using a spectrophotometer. Inhibition
of auto-oxidation of pyrogallol occurs in the presence of SOD, the activity of which can be
indirectly tested spectrophotometrically. One unit of SOD is determined as the amount of
SOD required to inhibit 50% of the auto-oxidation of pyrogallol and the specific activity is
reported as SOD units/mg protein.

Glutathione Peroxidase Assay (GPx)
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GPx activity was measured by the method of Wendel (1981), having tert-
butylhydroperoxide as substrate. The decomposition of NADPH was controlled in a
spectrophotometer at 340 nm for 3 minutes and 30 seconds. 90 pL of each sample was
added to the medium containing 800 uL of buffer, 20 yL of 2.0 mM GSH, 30 pL of 0.15
U/mL GSH reductase, 10 yL of 0.4 mM azide, and 10 pyL of 0.1 mM NADPH. The
absorbance was counted every 10 seconds for 1 minute and 30 seconds. Then, 50 uL of
0.5 mM tert-butylhydroperoxide was added and the absorbance was read for more 2
minutes. One GPx unit is characterized as 1 pmol of NADPH consumed per minute and

the specific activity is defined as GPx units/mg of protein.

Protein determination
Protein was established by the Lowry et al. (1951) method, using serum bovine

albumin as standard.

2.5 Statistical Analysis

Data were organized by Microsoft Excel® 2019 program and analyzed by
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) program, version 21, then reported as
means and standard deviations. Relative and absolute change scores are reported as
mean and 95% confidence intervals (lower bound, upper bound).

For categorical variables, chi-square teste or Fisher's exact test was used to
compare groups. For verification of biochemical and oxidative stress parameters,
Student’s two tailed t-test was used for each variable of groups intervention and control,
before and after supplementation. D’Agostino-Pearson normality test was applied to
parametric variables. Wilcoxon paired test was applied to non-parametric variables (no
glaussian distribution).

Value of p<0,05 were considered statistically significant.

3 RESULTS

3.1 Profile and anthropometric characteristics
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Twenty-four cyclists were evaluated, but only nineteen concluded all the steps of
this study, with all losses occurring due to the lack of the second blood collect. Cyclists
were divided in intervention (n=9) and placebo group (n=10) (table 1).

Participants who concluded the test had a mean age of 36 years (+9.0), 1.78
meters (+0.1) and body index of 24.2kg/mz2 (+2.9). There was no significative difference
between groups (p>0,05).

When asked about the period of training, a mean number of cyclists answered to
have a weekly frequency of 5-7 days (n=12, 63.1%). The number was higher among the
intervention group (n=7, 36.8%). The period of time of cycling per day was the interval
between 3 and 5 hours (n=14, 73.6%).

Table 1: Characteristics of cyclists supplemented with Pleurotus ostreatus or placebo.

Characateristics Intervention (n=9) Placebo (n=10) P value
Age?,y 32.3+3.0 40.1+11.0 0.580°
Weight?, kg 79.8+13.3 80.949.5 0.821°
Height?, m 1.77+0.1 1.81+0.1 0.392°
BMI3, kg/m?2 25.3+2.8 24.8+3.1 0.703°
Weekly frequency of cycling® 0.70¢
2 days or less 1(5.3) -

3to 5days 1(5.3) 5(26.3)

5to 7 days 7 (36.8) 5(26.3)

Time spent per day® 0.14¢
1la2horas 2 (10.5) 3(15.8)

3 a5horas 7 (36.8) 7 (36.8)

Kg, kilo; M, meter; BMI, body index mass. @aMean (Standard Deviation); PAbsolute Frequency (Relative
Frequency %); ¢Chi-square test.

3.2 Biochemical profile
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There was no significative difference (p<0.05) in glucose, triglycerides and total
proteins levels of both groups after 14 days of study. Otherwise, results showed an
increase in the levels of albumin (before 4.6+0.3, after 4.7+0.4, p=0.0401), HDL-C (before
49.0+11.1, after 55.0+13.6, p=0.0093) and reduction of LDL-C levels (before 110.2+62.5,
after 63.0+36.4, p=0.0273) on the intervention group. The content of total cholesterol and
LDL-C on the placebo group also changed significatively (before 197.5+47.2, after
157.0+39.5, p=0.0161; before 123.5+40.3, after 105.0+38.0, p=0.0102) respectively
(Table 2).

When variations after supplementation were evaluated between groups, there was
only a significative difference of total cholesterol (p=0.0023) and LDL-C (p=0.0195)

parameters, with lower values for individuals of intervention group (Figures 1, 2).

Table 2: Analyse of bichemical profile of cyclists before and after 14 days supplementation

with Pleurotus ostreatus or placebo.

Intervention (n=9) Placebo (n=10)

Characteristics?

1st Analyse 2" Analyse P value 1%tAnalyse 2" Analyse P value
Glucose, 83.0+12.2 83.0+8.8 0.1334 84.0+15.7 84.5+13.9 >0.9999
mg/dL
Triglycerides 68.0+46.2 56.0+29.2 0.1295 61.0+86.3 52.5+54.3 0.1106
(mg/dL)
Total 175.0+61. 135.0+37.0 0.555 197.5+47.2 157.0+39.5 0.0161
cholesterol 9
(mg/dL)
HDL-C 49.0+11.1 55.0+1 0.0039 44.5+11.6 47.5+9.8 0.500
cholesterol 36
(mg/dL) '
LDL-C 110.2+62. 63.0+36.4 0.0273 123.5+40.3 105.0+38.0 0.0102
cholesterol 5
(mg/dL)
Albumin 4.6+0.3 4.7+0.4 0.0401 4.2+0.4 4.2+0.2 0.9128
(mg/dL)
Total protein ~ 7.4+0.5 7.4+0.3 0.8125 7.1+0.4 7.1+0.3 0.5194

(mg/dL)

53



HDL-C, high-density lipoprotein, LDL-C, low-density lipoprotein, mg/dL, miligrams per deciliter. 2Mean
(Standard Deviation). Level of significance of alteration in the second Analyse verified by Student’s two
tailed t-test two-tail. Bold values = p<0,05.

Figure 1: Changes Total cholesterol values (mg/dL) among intervention and placebo

group after 14 days supplementation.
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Figure 2: Total LDL-C values (mg/dL) among intervention and placebo group after 14

days supplementation.
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3.3 Oxidative stress markers

Results didn’t show a significative difference (p>0.05) in the levels of TBA-RS in
neither both groups nor between them. Conversely, results showed increase in the levels
of total sulfhydryl content (before 36.0+2.1, after 43.0+5.9, p=0.0193), and in the activity
of antioxidant enzymes CAT (before 21.0+1.9, after 26+3.8, p=0.0147), GPx (before
9.9+1.0, after 10.5+1.3, p=0.0212) and SOD (before 5.8+0.3, after 6.2+0.3, p=0.0201).
Furthermore, results showed decrease in the levels of protein carbonyl content (before
11.0+1.0, after 9.0+2.1, p=0.0401) in the intervention group after supplementation.

Considering the placebo group, results showed an increase in the amount of total
sulfhydryl content (before 36.0+3.5, after 45.5+4.9, p=0.017) (Table 3).

The correlation between groups presented statistical difference only for GPx
marker, higher in cyclists who received Pleurotus ostreatus (p=0.0103) (Figure 3).
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Table 3: Analyse of oxidative stress parameters in cyclists before and after 14 days of

supplementation with Pleurotus ostreatus or placebo.

Intervention Placebo
1 1 a st
Characteristics A L 24 Analyse P value 1%tAnalyse 2" Analyse P value
nalyse
TBA-RS (nmol de 2.9+0.3 2.9+,0.3 0,8939 2.9+0.2 2.840.2 0,674
MDA/mg of
protein)

Total sulfhydryl 36.0+2.1  43.0+5.9 0.0193 36.0+3.5 45.5+4.9 0.0017
content (nmol

TNB/mg of

protein)

Protein 11.0+1.0 9.0+2.1 0.0401 12.5+1,3 11.5+3,6 0.0651
carbonyl

content

(nmol/mg of

protein)

CAT (units/mg of 21.0+1.9 26.0+3.8 0.0147 22.0+1.9 24.5+2.9 0.2529
protein)

GPx (units/mg of 9.9+1.0 10.5+1.3 0.0212 10.5+1.7 9.8+1.6 0.5008
protein)
SOD (units/mg of 5.8+0.3 6.2+0.3 0.0201 6.0+0.3 6.0+0.4 0.8549
protein)

CAT, catalase; GPx, glutationa peroxidase; SOD, superéxido dismutase; TBA-RS, thiobarbituric acid-
reactive substances; TNB, thionitrobenzoic acid; mg, milligram; nmol, nanomole. @Mean (Standard

Deviation). Analyse verified by Student’s two tailed t-test two-tail. Bold values = p<0,05.

Figure 3: Alterations in the activity of GPx enzyme among intervention and placebo group,
after 14 days supplementation.
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4 DISCUSSIONS

This study aimed to verify the effects of consumption of mushrooms from Pleurotus
ostreatus in cyclists after 14 days of supplementation, evaluating biochemical and
oxidative stress parameters. Considering the anthropometric data presented, there was
no significative variation (p>0.05) of weight, high and BMI among patrticipants of the two
groups, intervention and placebo. These data represent homogeneity among participants
of the study.

Although the BMI does not distinguish body fat of muscle mass, it is used as
measure of total fat present in the individual. BMI is a simple, easy and low-cost method,
with values associated with the risk of a range of nutritional diseases (6). Regardless of
being a parameter accepted worldwide and having its importance for detecting nutritional
risks in different age ranges, BMI has no distinguishment among lean mass and tissues
with predominance of fat. According to the American College of Sports Medicine (7),
eutrophic people can be classified as overweight or obese by this method, due to the

amount of lean mass existent in the body.

57



When asked about the time spent cycling, most of participants reported a period of
3 to 5 hours/day, in a frequency of 5 to 7 days per week. When groups were compared,
there was no significative variance, but these results show a high volume of training
among cyclists.

Considering the biochemical profile, the levels of albumin were higher for
intervention group, presenting statistical difference in comparison with the first analyze.
The same was found by comparing both groups, in which supplementation was different
of the placebo group. Albumin is the main protein found in plasma, representing 50% of
the total of proteins in the blood. It has a lot of functions and can suffer alterations from
factors such as infections, catabolism, energetic-protein malnutrition, which cause
reduction of albumin levels. Still, anabolism, increase of protein ingestion and
supplementation can elevate its concentrations (8). This marker is also an antioxidant
component, neutralizing reactive oxygen species (ROS), suggesting benefits of Pleurotus
ostreatus consumption for avoiding catabolism and oxidative stress (9).

Mushrooms contain all the essential amino acids that a body needs, property which
differ them from other vegetables, limited in one or some amino acids such as lysin and
methionine (8). Thus, changes in the albumin levels observed in the intervention group
probably occurred due to the increased consumption of amino acids found in Pleurotus
ostreatus.

Also, supplementation presented an increase in the HDL-C and reduction in the
LDL-C levels, in the intervention group, despite results didn’t show statistical difference
for the biochemical indicators glucose triglycerides and total proteins.

The group placebo also presented alterations in the levels of total cholesterol and
LDL-C. These alterations in these biochemical parameters may have occurred due no
homogeneity of samples, due the influence of some factors, such as food consumption
changes during the period of supplementation, and limited number of participants.

Considering that the amount of LDL-C cholesterol is dependent of both, total
cholesterol and HDL-C levels, alterations in these markers lead to statistical differences
for groups intervention and placebo to LDL-C. Thus, due to the lack of homogeneity in the
total cholesterol and its influence in the LDL-C, only HDL-C can be considered an altered

lipid marker after supplementation, with alteration occurring only in intervention group.

58



Despite limitations of the study, the presence of alfa-linolenic, low amount of
arachidonic acid and products of lipid peroxidation in comparison with other species of
mushrooms, such as Ganoderma lucidium e Agaricus bisporous, can contribute to an
improvement of lipidic profile, as showed in the intervention group, contributing to the
improvement of health cardiovascular system, as well as the whole body (5,10).

Hossain et al. (10) performed an experiment in animal model to analyze potential
effects of Pleurotus ostreatus in hypercholesteremic mice. The group with altered levels
of blood lipids showed an improvement of its lipidic profile, although there was no change
among the group within normal levels of lipids. Results suggest that the consumption of
mushrooms don’t affect basal metabolism required for basic functions of the body, but can
have its contributions in cases of alterations, like the hypercholesterolemia (8).
Furthermore, fibers present in mushrooms also have a relevant function to adequation of
lipidic levels, with amounts varying from 7 to 11g in each 100g of food (11).

Ravi et al.(12) realized a study with the objective of evaluating the antidiabetic
potential of Pleurotus ostreatus in mice induced to hyperglycemia. A significative reduction
of the blood glucose was verified after supplementation with ethanoic extract, a different
result from the one found here, in which there was no changes in the glucose
concentration for intervention group (11).

Effects of Pleurotus ostreatus in the oxidative stress parameters showed
significatively difference in the total sulthydryl content of both, intervention and placebo
groups. As showed by total and LDL-C cholesterol, this data leads to a needing for new
studies, to confirm the effects of Pleurotus ostreatus on increasing sulfhydryl levels, since
alteration of this parameter in placebo group representing a lack of homogeneity of
samples.

Other markers presented statistical differences on intervention group: protein
carbonyl content, as well as all the antioxidant enzymes analyzed: CAT, GPx and SOD.
These results suggest the presence of positive effects for participants who consumed the
supplement, confirming the antioxidant activity of the Pleurotus ostreatus

When analyzed between groups, protein carbonyl content, CAT and SOD didn’t
show a significative difference, only presented by the enzyme GPx. But it's necessary to

consider that just the second analyze was taken into account in this evaluation. Therefore,
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if placebo group had no changes after the period of supplementation, it represents a
homogeneity of samples, and the presence of change in all markers (carbonyl protein
content, CAT, SOD and GPx) with the consumption of Pleurotus, contributes for the
mushroom's effectiveness as a food with antioxidant properties.

An effective antioxidant defense system is very important in conditions such as
sports of high performance, which contributes to biological adaptations that avoid possible
damages from increasing oxidative stress in body. The use of isolated substances in high
doses may affect these adaptations. Despite it, the same does not happen if appropriate
levels of antioxidants are consumed from primary sources, such as food (5).

Other food besides mushrooms have been evaluate for its antioxidant potential
effects in physical performance. Souza (13) studied the effects of acai on inflammatory
and oxidative markers in cyclists, after an intake of 400g/day in a period of 30 days.
Results demonstrated a reduction of 8.53% on lipid peroxidation and an improvement of
antioxidant capacity in individuals that consumed acai, in comparison with the people who
consumed placebo (13).

Other studies suggest that mushrooms can pursuit more benefits when present in
athletes’ lives, such as higher immunological cellular response and reduction of infectious
diseases (12, 14).

Bergendiova et al. (14) realized a 3-month study with athletes of several modalities,
in which infection symptoms of respiratory tract and other parameters of immunologic
action were verified. Authors noticed a reduction of symptoms, with increase in Natural
killer cells and a phagocytoses improvement, indicating an attenuation of infections cases
among athletes (12).

With the presented results, it's possible to suggest that Pleurotus ostreatus showed
benefits on lipidic profile and antioxidant ability, with increase of HDL-C, albumin,
antioxidant enzymes (CAT, GPx and SOD) and reduction of protein carbonyl content.

Factors such as time of consumption and dose of supplement are essential and
can contribute to the absence of better results. Also, a limitation in the number of
participants and the lack of control about another aspects, such as diet and training

protocol, might have its contributions to some of the changes found in the control group.
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These analyzes reinforce the needing for new evaluations with variables of time
and dose of Pleurotus ostreatus, in order to effective the benefits of mushroom for

athletes, and turn it possible to extend these benefits to another people.

5 CONCLUSION

Results suggest that the consumption of Pleurotus ostreatus improved lipidic
profile and the redox state in cyclists, suggesting that the consumption of Pleurotus
ostreatus, due to its antioxidant and nutritional properties, may benefit the performance of
cyclist athletes. Both the availability of time and the desire to participate contributed to the
limitation of the number of cyclists evaluated. Still, the time and dose of administration of
this mushroom were determining factors for the potential benefits. Finally, we hope that
new studies can be realized, with an increased number of athletes and new variations of
time and amount of Pleurotus ostreatus, in order to effective benefits shown in this study,

expanding its goals to other sports and population, in general.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos ap6s a administracdo de Pleurotus ostreatus sugerem
melhora do perfil lipidico e de pardmetros do estresse oxidativo no organismo de homens
praticantes de ciclismo.

O presente estudo contribuiu para a verificacdo acerca de potenciais beneficios
dos cogumelos na alimentacao, reforcando a necessidade de maior estimulo a producao
e ao consumo, enquanto alimento de facil desenvolvimento em condi¢des climaticas
diversas. Ainda, a utilizacdo de cogumelos obtidos por meio de cultivo orgéanico teve sua
essencialidade para a verificacdo da eficiéncia de Pleurotus ostreatus no organismo
humano, sem a possibilidade de interferentes, tais como aditivos agricolas.

A forma de administracdo dos cogumelos, em capsulas, contribuiu para a
facilidade de consumo, com minima perda de nutrientes (com ambiente e temperatura de
preparo controlados), e maior controle sobre a execuc¢ao do estudo.

O desenvolvimento de pesquisa com periodo e datas limitados para as coletas de
amostras, haja vista a existéncia de protocolos estabelecidos para a prevencao e
combate a pandemia do Coronavirus (COVID-19), se caracteriza como um dos vieses do
projeto, dada a dependéncia por liberacdo de locais e execucdo de projetos com
individuos. Ainda, a disponibilidade de tempo dos ciclistas e seu interesse pelo estudo (a
considerar a forma de abordagem, por meio de publicagcdes em redes sociais) contribuem
para a limitagdo de participantes nesta pesquisa.

O tempo de administracdo dos cogumelos € mais um fator crucial para a resposta
do organismo durante e ap0s a suplementacéo. Desta forma, o aumento no periodo de
intervencdo com Pleurotus ostreatus poderia contribuir para a maior efetividade deste
enguanto alimento de propriedades antioxidantes.

Dado o disposto, espera-se que novos estudos possam ser realizados, com
aumento do numero de individuos e grupos avaliados, além de diferentes variacdes entre
os fatores tempo e concentracdo da dose administrada, verificando-se assim os
potenciais beneficios que cogumelos podem trazer aqueles que 0s consomem,
expandindo a area de concentracdo para demais modalidades esportivas, bem como
para a populacao em geral.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido



UNIVILLE - Universidade da Regiao de Joinville
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Conforme Resolucdo n° 466 de 10 de outubro de 2012 - Conselho Nacional de Saude “Efeitos da
Suplementacao de Pleurotus spp. Sobre o Perfil Bioquimico e Estresse Oxidativo em Ciclistas”

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Efeitos da
suplementacdo de Pleurotus spp. sobre o perfil bioquimico e estresse oxidativo em
ciclistas”, coordenada por Nathalia Jahn, sob orientacdo de Daniela Delwing de Lima. O
objetivo deste estudo € analisar os efeitos da suplementacdo de cogumelos Pleurotus
ostreatus sobre marcadores de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes, bem como
de indicadores bioquimicos (proteinas totais, albumina, glicose, triglicerideos, colesterol
total, HDL-C e LDL-C), em ciclistas da cidade de Joinville-SC. Como participante desta
pesquisa, vocé fara o uso de suplemento contendo cogumelos durante o periodo de 14
(quatorze) dias, recebendo orientacdes para a forma e horario de consumo, e realizara
testes sanguineos nos periodos antes e apos a suplementacéo, tendo sua participacéo
durante os 14 dias de suplementacéo e coletas.

Esta pesquisa tem como beneficios, o conhecimento acerca dos efeitos da
suplementacado com cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus, que podem possibilitar a
vocé, participante, a reducdo de efeitos deletérios gerados por exercicios extenuantes,
como a producéo de radicais livres e estresse oxidativo, e menor fadiga e presenca de
dores musculares, com potencial aumento da capacidade desportiva.

Ao participar desta pesquisa, vocé esta contribuindo para o conhecimento acerca
dos efeitos citados acima, que se estendem ndo apenas aos atletas, como também para
a sociedade em geral. Esta podera se beneficiar com o efeito antioxidante de cogumelos
comestiveis na reducdo de radicais livres e estresse oxidativo no organismo, evitando ou
minimizando o acometimento de doencas relacionadas a esses fatores, além de garantir
aumento do aporte nutricional, devido a presenca de nutrientes nesse alimento.

O meio ambiente é outro beneficiado, visto que a produc¢éo de cogumelos, de facil
cultivo e baixo custo, contribui para a decomposicao da matéria orgéanica, reduzindo a
quantidade de residuos depositados no solo. O presente estudo também tera a
possibilidade de contribuir para com a comunidade cientifica, sendo que, a partir da coleta
dos dados, sera realizada a analise destes e sera elaborado um artigo cientifico,
demonstrando os resultados da pesquisa.

Com sua participacdo nesta pesquisa, VOCé estara exposto a riscos medios, em
que os procedimentos de coleta de sangue, apesar de pouco invasivos, podem gerar
rompimentos de vasos sanguineos e pequeno hematoma no local de aplicacdo da
agulha, causar-lhe tontura, queda de pressao e/ou desmaio. Para que isto seja evitado,
as coletas serdo realizadas por um profissional capacitado, contando com materiais
adequados e em local apropriado para esta atividade.
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Continuacao

Ainda, sob qualquer intercorréncia, vocé sera encaminhado a atendimento
especializado pelo pesquisador responsavel, para a resolucdo de qualquer problema
apresentado.

O consumo das capsulas pode levar a dificuldade de ingestdo dos suplementos,
bem como engasgos. Para que se evitem tais ocorréncias, vocé sera orientado a fazer
uso do comprimido junto a ingestdo de 4gua. Os pesquisadores Ihe garantem que nao
haver& exposicdo de sua imagem ou dados que possam lhe causar algum dano, sendo
os dados coletados sigilosos.

Sua participacdo € voluntaria e voceé tera a liberdade de se recusar a responder
quaisquer perguntas, ou a realizar alguma das atividades (coletas sanguineas ou
suplementacao), que Ihe ocasionem constrangimento de alguma natureza. Vocé também
podera desistir da pesquisa a qualquer momento, sem que a recusa ou a desisténcia lhe
acarrete qualquer prejuizo, e tera livre acesso aos resultados do estudo e garantido
esclarecimento antes, durante e apds a pesquisa.

E importante saber que ndo ha despesas pessoais para vocé, em qualquer fase
do estudo. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagéo, pois
a mesma € voluntaria apds assinatura deste documento. No entanto, o pesquisador
garante indenizacdo por quaisquer danos causados a vocé, participante, no decorrer da
pesquisa.

Vocé terd garantia de acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas por meio de telefone e e-mails informados neste
documento, durante toda a execuc¢ao da pesquisa. A pesquisadora responsavel por esta
investigacdo é Nathalia Jahn, localizada em: Rua Iririt1, n® 3169, de segunda a sexta-feira,
das 10 horas as 17 horas (horério de Brasilia). Contato: (47) 99688-5952; e-mail:
nathalia.jahn@univille.br.

O acompanhamento sera realizado por meio de mensagens de texto, em aplicativo
de mensagens (WhatsApp®), ou via telefone (caso a primeira opcado encontre-se
indisponivel), para lembra-lo da suplementacdo, bem como verificar a possivel presenca
de intercorréncias e/ou dificuldades existentes para a execucdo da suplementacao,
sendo recurso pelo qual podera realizar questionamentos e receber a assisténcia
necessaria durante todo o periodo de duragédo da pesquisa.

As orientacgdes e assisténcia também serdo realizadas anteriormente e nas datas
determinadas para os testes sanguineos. Apoés a realizacéo da coleta de dados, e com a
conclusao do estudo, o pesquisador responsavel se compromete a fornecer a vocé uma
devolutiva quanto aos resultados encontrados.

E garantido o sigilo e assegurada a privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa. Os resultados deste estudo poderdo ser apresentados por
escrito ou oralmente em congressos e revistas cientificas, sem que os nomes dos
participantes sejam divulgados.
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A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Por favor, guarde
este TCLE assinado por, ho minimo, cinco anos, periodo em que os dados ficardo sob
posse e guarda do pesquisador responsavel. Se vocé tiver alguma consideracdo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Univille, no endereco Rua Paulo Malschitzki, 10, Bairro Zona Industrial, Campus
Universitario, CEP 89.219-710 - Joinville/SC, telefone (47) 3461-9235, em horario
comercial, de segunda a sexta, ou pelo e-mail comitetica@univille.br.

Este termo possui duas vias, sendo que uma via ficara em posse do pesquisador
responsavel e outra via com vocé, participante. ApOs ser esclarecido sobre as
informacdes da pesquisa, no caso de aceitar fazer parte do estudo, rubrique todas as
paginas deste termo de consentimento de participacdo (impresso em duas vias de 3
paginas cada), e assine na ultima pagina, nos locais indicados ao participante.

Nathalia Jahn Daniela Delwing de Lima

Pesquisador Responsavel Orientadora

Consentimento de Participacao.

U EPPPUP concordo
voluntariamente em participar da pesquisa intitulada “Efeitos da suplementacao de Pleurotus
spp. sobre o perfil bioquimico e estresse oxidativo em ciclistas”, conforme informagdes
contidas neste TCLE.

Joinville, / /

Assinatura do participante



APENDICE B - Orientacdes ao participante



univille

ORIENTACOES GERAIS
PESQUISA - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE Pleurotus spp. SOBRE O
PERFIL BIOQUIMICO E ESTRESSE OXIDATIVO EM CICLISTAS
Universidade da Regido de Joinville
Programa de Pds-Graduagdo em Saude e Meio Ambiente

Caro atleta,

Sua participacdo neste projeto € muito importante. Porém, para que
possamos Vverificar a efetividade da suplementacdo de cogumelos Pleurotus
sobre o estresse oxidativo e perfil bioquimico, é necessario que alguns passos
sejam seguidos de maneira adequada. Portanto, seguem, abaixo, orientacdes
quanto a forma de ingestdo do suplemento, bem como requisitos para as coletas

de sangue:

ORIENTACOES GERAIS

- ALIMENTACAO: Durante o periodo da pesquisa, procure no alterar de
forma significativa sua dieta, consumindo os alimentos de costume. Atente-se,
apenas, para as recomendacdes constadas no item 4, dos CRITERIOS PARA
AS COLETAS SANGUINEAS (descrito abaixo), referente a alimentos a evitar

nos periodos anteriores as coletas;

- TREINOS: No tempo proposto para a pesquisa, procure nao alterar seu
plano de treinos, atentando-se para as recomendacdes constadas no item 2, dos
CRITERIOS PARA AS COLETAS SANGUINEAS (descrito abaixo), referente ao

tempo minimo de 24 horas do ultimo treino, em relacdo as coletas de dados;

- MEDICACAO E SUPLEMENTACAO: Evite, durante o tempo de

pesquisa, iniciar o uso de quaisquer medicamentos e suplementos que possuam



ingredientes como: cafeina, vitamina C, polifendis, e guarana, além de outros

com caracteristica antioxidante;

- ASSISTENCIA E ACOMPANHAMENTO: O acompanhamento sera
realizado por meio de mensagens de texto, em aplicativo de mensagens
(WhatsApp®), ou via telefone (caso a primeira op¢ao encontre-se indisponivel),
para lembra-lo da suplementagédo, bem como verificar a possivel presenca de
intercorréncias e/ou dificuldades existentes para a execucao da suplementacao,
sendo recurso pelo qual podera realizar questionamentos e receber a assisténcia
necessaria durante todo o periodo de duracdo da pesquisa.

As orientagOes e assisténcia também serdo realizadas anteriormente e

nas datas determinadas para os testes sanguineos.

CRITERIOS PARA A ADMINISTRACAO DO SUPLEMENTO

- QUANTIDADE: 6 capsulas por dia, por um periodo de 14 dias;

- HORARIO DE ADMINISTRACAO: 3 capsulas pela manha, com 30 minutos de
antecedéncia da primeira refeicdo, em jejum, e outras 3 capsulas com 30 minutos

de antecedéncia a ultima refeigcéo.

CRITERIOS PARA AS COLETAS SANGUINEAS

. Esteja em jejum de 12 horas, ndo consumindo alimentos ou bebidas nesse
periodo, incluindo agua,;

. Nao pratique atividades fisicas nas 24 horas antecedentes ao periodo das
coletas;

. Compareca ao Anfiteatro 1 da UNIVILLE, localizado na rua Paulo Mauschitzki,
10 — Zona Industrial Norte, Joinville — SC, bloco A, com 30 minutos de

antecedéncia (horario a combinar), para as coletas.

ATENCAO! A NAO realizacdo de alguma das orientagcdes envolvera

automatica excluséo da pesquisa. Por favor, leia-as com atencéo. Em caso



de davidas, entre em contato com a pesquisadora responsavel, Nathalia
Jahn, pelo telefone: (47) 99688-5952, ou e-mail.

Nathalia Jahn Daniela Delwing de Lima

Pesquisadora Responsavel Orientadora
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