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A obesidade é um problema de epidemia mundial. Considerada um processo inflamatério
cronico, favorece a resisténcia a insulina e o desenvolvimento do Diabetes Mellitus tipo 2.
Além disso, pode gerar diversos mediadores capazes de influenciar a complexa regulacio
hematopoética. A procura de agentes naturais que minimizam os transtornos da obesidade
estd recebendo uma aten¢do da comunidade cientifica. Nesse sentido, a Chlorella vulgaris
(CV) surge como uma alternativa terapéutica e profildtica das complicacdes da obesidade.
Estudos realizados por nosso grupo demonstraram o efeito da alga na restauracdo da
mielossupressdo em diferentes modelos experimentais. Considerando estes aspectos, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a agdo profildtica da CV na modulagao
imunohematopoética, metabdlica e de sinalizacdo da insulina em animais obesos. Para
tanto, camundongos Balb/C foram divididos em 4 grupos: controle (C), dieta padrao e CV
(C+CV), dieta hiperlipidica (DH) e DH+CV, em diferentes periodos. A administragdo de
CV restaurou a reducdo da hematopoese medular e o aumento na hematopoese
extramedular promovidos pela DH. A CV aumentou os niveis de atividade estimuladora de
colonias (CSA) em todos os grupos estudados, sendo que o grupo DH+CV produziu um
aumento adicional de 2 vezes em todos os periodos avaliados. O grupo DH apresentou
diminui¢do no nimero de progenitores de granuldcitos-monocitico na medula, a CV
reverteu tal alteracdo. Em relacdo ao metabolismo e sinaliza¢do de insulina, o grupo DH
demonstrou glicemia significativamente elevada em relagdo ao grupo C, CV foi capaz de
reduzi-la neste grupo. Além disso, o grupo DH+CV mostrou maior tolerancia a glicose e
insulina, paralelamente a melhora na fosforilacdo de IR, IRS-1 e AKT no figado, misculo
esquelético e tecido adiposo. Como esperado, o grupo DH apresentava niveis elevados de
citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a, TGF- e INFy) confirmando a presenca de
inflamacdo subclinica nesses animais. A CV reduziu significativamente os niveis séricos
dessas citocinas. Além disso, o grupo DH apresentou diminui¢ao dos niveis de IL-10, sendo
que a CV reverteu tais valores. A CV manteve os niveis de dcidos graxos livres, corpos
cetonicos, triglicérides, colesterol e suas fragdes dentro dos valores fisioldégicos no grupo
DH+CV. Portanto, tais resultados mostram que a CV foi capaz de modular os parametros
imunohematopoéticos e prevenir os efeitos deletérios induzidos pela DH em camundongos
obesos. Sendo assim, a alga Chlorella vulgaris surge como uma promissora alternativa

terapéutica e/ou complementar no tratamento da obesidade e suas complicagoes.
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Obesity is a worldwide epidemic problem. Considered a chronic inflammatory process,
promotes insulin resistance and development of Diabetes Mellitus type 2 (DM2). In
addition, could generate several mediators, which are capable to influence the complex
hematopoiesis regulation, including tumor necrosis factor-o (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1),
Interleukin-6 (IL-6) and leptin. The search for natural agents that minimize obesity-
associated disorders is receiving attention from the scientific community. In this sense,
Chlorella vulgaris (CV) has emerged as an alternative treatment and prophylaxis agent
against obesity-related complications. Studies by our group have demonstrated the alga
effect in myelosuppression recovery in different experimental models. Considering these
aspects, the present study aimed to evaluate the prophylactic effect of CV on
immunohematopoietic modulation, metabolic and insulin signaling in obese animals. To
this, Balb/C mice were divided into 4 groups (n=6): control (C), standard diet and CV
(C+CV), high-fat diet (HFD), HFD and CV (HFD+CV) in different periods. The
administration of CV restored medullar hematopoiesis reduction and increased
extramedullar hematopoiesis promoted by HFD. The CV increased the CSA levels in all
groups. While, HFD+CV group produced a twice additional increase in the CSA levels in
all periods studied. Only HFD group showed decrease in the number of GMP in BM, CV
reverted this change. In relation to metabolism and insulin signaling, HFD group showed a
significant increase in blood glucose compared to C, CV was able to decrease blood
glucose on this group. In addition, HFD+CV group improve tolerance of glucose and
insulin, together with the improvement of IRB, IRS-1, and AKT phosphorylation in the
liver, skeletal muscle and adipose tissue. As expected, HFD group showed increased levels
of pro-Inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-0, TGF- and IFNy), confirming the
presence of subclinical inflammation in these animals. The CV causes a significant
reduction in serum levels of these cytokines in this group. Moreover, HFD group showed
reduced levels of IL-10, and the CV reverted such values. The CV maintained the levels of
free fatty acids, ketone bodies, triglycerides, cholesterol and its fractions within the
physiological values in HFD+CV group. Therefore, these results show that CV was able to
modulate the immunohematopoietic parameters and prevent the deleterious effects of diet-
induced obese mice. Thus, the alga Chlorella vulgaris appears as a promising prophylactic

and therapeutic agent against obesity-related complications.
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1- INTRODUCAO

1.1- Obesidade

A obesidade € considerada uma doenca cronica e de cardter multifuncional sendo
relacionada com alta taxa de morbidade e mortalidade. Ela integra o grupo de Doencas
Cronicas Nao-Transmissiveis (DCNT) e atinge proporcdes epidémicas em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (Stumvoll, 2005, Pinheiro et al., 2004). Devido, em
grande parte, a revolugdo industrial, acompanhada das mudangas no estilo de vida (menor
atividade fisica e alimentacdo com alto teor energético), o peso corpdreo das populacdes
vem aumentando de forma progressiva. A obesidade é considerada um problema grave de
saude publica mundial, sobrepondo-se a desnutricdio e as doencas infectocontagiosas
(Carneiro, 2005). Dados da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) mostraram que a
incidéncia de obesidade no mundo duplicou desde a década de 80 (WHO, 2012).
Considerada um processo inflamatorio cronico (Hotamisligil, 2006, Gregor e Hotamisligil,
2011, Donath e Shoelson, 2011), a obesidade esta fortemente associada ao DM2 e outras
complica¢des, como doencas cardiovasculares, cancer, osteoartrite, apnéia do sono e
depressao (Seidell, 2000, Visscher e Seidell, 2001, Paracchini et al., 2005, Harcourt et al.,
2013). O acumulo excessivo do tecido adiposo ocorre devido a ingestdao de um aporte
caldrico exagerado e cronico de substratos presentes em alimentos e bebidas, tais como
proteinas, carboidratos e lipideos, em relacdo ao gasto energético do organismo, sendo o
quadro normalmente agravado pelo sedentarismo (Carneiro, 2005).

Em condi¢Oes normais, a interacdo metabdlica e do sistema imune estdo entre 0s
requisitos bdasicos para a sobrevivéncia, apresentando-se profundamente ligados e
interdependentes (Wellen e Hotasmisligil, 2005). Tal interagdo torna-se deletéria frente a
disturbios como a obesidade (Chandra, 1996, Chandra, 1997). A obesidade e a resisténcia a
insulina estdo associadas a inflamacdo cronica caracterizada pela producdo anormal de
citocinas, aumento nos niveis séricos de proteinas de fase aguda e outros mediadores, além
da ativacdo das vias inflamatorias (NFkB e JNK) (Hotamisligil, 2006). O tecido adiposo
expressa e secreta uma variedade destas citocinas (TNF-a, IL-6, TGF-B), as quais sao

denominadas adipocinas e atuam de forma autdcrina, pardcrina e enddcrina, apresentando
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importantes papéis bioldgicos, no metabolismo energético, nas fungdes neuroenddcrinas e
imune (Calle e Kaaks, 2004, La Cava e Matarese, 2004, Wellen e Hotamisligil, 2005,
Weisberg et al., 2006, Pitombo et al., 2007). Portanto, o tecido adiposo exerce papel chave
na correlacdo entre obesidade, sistema imune e resisténcia a insulina (Samad et al., 1997,
Grimble, 2002, Maury e Brichard, 2010), sendo ndo s6 um tecido acumulador de gordura,
mas 6rgdo enddcrino importante para a manuten¢do do metabolismo sist€émico (Ahima e
Flier, 2000, Shoelson et al., 2006, Gutierrez et al., 2009).

Estudos mostram a relagdo entre vias inflamatérias e vias metabdlicas,
principalmente as quais sdo ativadas em resposta a insulina (Alexandre et al., 2006,
Martinez, 2006, Goorsens, 2008). Nesse sentido, achados da literatura mostram que
citocinas pro-inflamatoérias, TNF-a, IL-6 e IL-1, desempenham papel central nessa relacdo.
Camundongos obesos apresentam aumento na expressdo de TNF-a a qual possui
capacidade de ativar vdérias vias inflamatdrias responsdveis pela resisténcia a insulina
(revisado por Hotamisligil, 2006) e também ocasiona o aumento da expressao de IL-33 no
tecido adiposo (Wood et al., 2009). Os niveis circulantes e a sintese pelos adipdcitos de IL-
6 também estdo elevados na obesidade (Maury e Brichard, 2010). Estudos dinamicos em
humanos sugerem que a concentracdo plasmatica de IL-6 aumenta no periodo pds-prandial,
paralelamente aos niveis de glicose e insulina, sugerindo modulacdo pela IL-6 no
metabolismo da glicose (Kern et. al., 1995; Straub et. al., 2000; Lopes, 2007). Sabe-se
também que os niveis séricos de IL-1 estdo relacionados tanto a destrui¢do de células 3
pancredticas como a diminui¢do da sensibilidade a insulina, apresentando-se elevados em
pacientes DM2 (Feve e Bastard, 2009). Devido aos niveis elevados de quimiocinas, entre
elas a MCP-1 (proteina quimioatraente de mondcitos-1 ou CCL-2) e IL-8, no tecido
adiposo, ocorre a infiltragdio de macréfagos para este local agravando o processo
inflamatdrio na obesidade (Bruun e al., 2005). Contudo, os niveis de IL-10 apresentam-se
diminuidos nos obesos (Bliiher et al., 2005). Sabe-se que esta citocina € super expressada
no tecido adiposo de camundongos magros, protegendo os adipdcitos da resisténcia a
insulina induzida pelo TNF-a (Lumeng ef al., 2007). Outro aspecto importante é a
capacidade do IFN-y promover inflamag¢do no tecido adiposo. Quando estimulado in vitro,
os linfécitos T presentes neste tecido produzem elevados niveis de IFN-y o qual pode

mediar a resposta imune adaptativa contribuindo para as complicacdes da obesidade (Rocha
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et al., 2008). Portanto, o balangco existente entre citocinas pro- e anti-inflamatdérias sdo
fatores importantes na obesidade (Lumeng et al., 2007).

Estudos sobre causas e tratamentos para obesidade tém sido desenvolvidos em
animais por meio de lesdo neural, anormalidades genéticas, alteracdes enddcrinas e
alimentares (Pinheiro et al., 2004, Carneiro, 2005, Paracchini et al., 2005). Ha evidéncias
que a genética contribui para a regulacdo do peso corporal (Pinheiro et al., 2004, Paracchini
et al., 2005, Lewandowski, 2006). Sabe-se que camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica palatdvel mostram, a partir de trés semanas, um aumento na quantidade de
tecido adiposo, com tendéncias a alteracdes no perfil lipidico e nas etapas iniciais da
sinalizacdo da insulina (Estadella er al., 2004). Estudos recentes demonstram que o
consumo de dietas ricas em gordura saturada promove resisténcia hipotalamica aos
horménios anorexigénicos, a leptina e a insulina levando a perda progressiva no balanco
entre ingestdo de alimentos e termogénese, resultando em ganho de massa corpdrea
(Munzberg et al., 2005, Milanski et al., 2009). A resisténcia funcional a leptina e insulina
no hipotdlamo € conseqii€ncia da ativacdo da inflamacao induzida pela dieta hiperlipidica
que leva a falha nas vias de transducdo da produgdo desses hormonios (revisado por Moraes

et al.,2009).

1.2- Insulina

Mais conhecida como hormdnio anabdlico, a insulina também € essencial para a
manutencdo da homeostase da glicose e do crescimento e diferenciacdo celular. Sua
secre¢do ¢ feita pelas células B das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento nos niveis
de glicose e aminodcidos circulantes. A insulina reduz a producdo hepatica de glicose,
aumenta sua captacdo no tecido muscular e adiposo, estimula a lipogénese hepatica e

aumenta a sintese e inibe a degradacdo protéica (Carvalheira et. al., 2002).

A sinalizacdo intracelular da insulina inicia-se com a ligacdo da insulina ao seu
receptor especifico na membrana, o qual corresponde a uma proteina heterotetramérica com
atividade quinase, composta por duas subunidades o e duas subunidades . Sua ligagdo a
subunidade o faz com que a outra subunidade adquira atividade quinase levando a alteragao

conformacional e autofosforilagdo aumentando ainda mais a atividade quinase do receptor
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(Patt e Kahn, 1998). Uma vez ativado, o receptor fosforila vérios substratos protéicos em
tirosina. Quatro desses substratos pertencem a familia dos substratos do receptor de
insulina, as proteinas IRS (White, 1998, Xu et al., 2005). Outros incluem Shc, Gab-1,
p60d°k , Cbl, JAK2 e APS (Saad et. al., 1996, Pessin e Saltiel, 2000, Carvalheira et. al.,
2001). A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para
moléculas contendo dominios homoélogos a Src 2 (SH2). Dentre estas se destaca a

fosfotidilinositol 3-quinase (PI 3K) (Araki et. al., 1994).

A PI 3K é um dimero composto por uma subunidade catalitica (p110) e uma
regulatoria (p85). As proteinas alvo dessa enzima s3o a Akt e as isoformas atipicas da
aPKC (& e M) (Baker et. al., 1992). A PI 3K é importante na regulacdo da mitogénese e
diferenciagdo celular sendo considerada a unica molécula intracelular essencial para o

transporte (Saad et. al., 1992, Czech e Corvera, 1999).

Uma segunda via para a insulina estimular o transporte de glicose envolve a
fosforilagdo do protooncogene Cbl, o qual estd associado a proteina adaptadora CAP
(Ribon et. al., 1998). Apos a fosforilacdo, o complexo Cbl-CAP migra para a membrana
celular e interage com a proteina CrklII associada a proteina C3G, a qual catalisa a troca de
GDP por GTP da proteina TC10 ativando-a, o que ocasiona o segundo sinal para a
translocag@o da proteina GLUT4, juntamente com a ativacdo da via PI 3K (Chiang et. al.,

2001).

A MAP quinase (mitogen-activated protein) também € estimulada pela insulina.
Inicia-se com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc integrante da proteina Grb2 a qual
estd associada a SOS, proteina de troca de GDP por GTP da Ras, ativando-a. Tal ativagcao
requer a participacdo da SHP2 ocorrendo a fosforilagdo em serina da cascata da MAPK
levando a proliferacdo e diferenciacdo celulares (Boulton et. al., 1991, Paez-Espinosa et.

al., 1999).
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Figura 1- Via de sinalizac@o da insulina (esquema). Adaptado: Carvalheira et al. Arq. Bras.
Endocrinol. Metab. 46(4): 419-425, 2002.

A insulina inibe a produgdo e liberagcdo da glicose hepdtica por meio do bloqueio da
gliconeogénese e glicogendlise. A sintese de glicogénio € obtida via desfosforilagdo da
glicogénio-sintetase pela acdo da Akt que fosforila a GSK-3 e pela proteina fosfatase I
(Cross et. al., 1995, Brady et. al., 1997). Na gliconeogénese, a insulina inibe a transcricao
de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), a frutose-1,6-
bifosfatase e a glicose 6 fosfatase, mas ocasiona o aumento da transcricdo de genes de
enzimas glicoliticas como a glicoquinase e piruvato quinase (Pilkis e Granner, 1992). Outra
acdo classica da insulina € estimular a sintese de dcidos graxos, tal mecanismo € mediado
pelo aumento de fatores de transcricdo SREBP-1 (sterol regulatory element-binding
proteins), que atuam sobre a acetil CoA carboxilase (ACC) responsavel pela conversiao da
acetil CoA em malonil CoA e acido graxo sintetase e, conseqiientemente em palmitato

(Foretz et. al., 1999).
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A resisténcia a insulina refere-se a um fendmeno biolégico (Kahn, 1978), no qual
um nivel maior de insulina € necessdrio ndo sé para estimular as células a captarem a
mesma quantidade de glicose, bem como para manter suas fun¢des normais (Campbell et
al., 1988). Sabe-se que a resisténcia a insulina € um importante mecanismo fisiopatolégico
do DM2 (Stumvoll et al., 2005, Gregor e Hotamisligil, 2011, Donath e Shoelson, 2011,
Harcourt et al, 2013), a qual em muitos casos, estd associada a uma complexa rede de vias
de sinalizacdo, incluindo reducdo da fosforilagdo em tirosina do IR e seus substratos
(IRS1/2), bem como reducdo da fosforialagdo em serina de Akt, nos tecidos-alvo da
insulina (Hotamisligil et al., 1996, Pessin e Saltiel, 2000, Saltiel e Kahn, 2001, Boura-
Halfon e Zick, 2009). O mecanismo responsavel por tal alteracdo € a ativacdo cronica de
diversas serinas quinases, tais como c-Jun N-terminal quinase (JNK) e inibidor da quinase
do fator de transcricdo NFkB (iKKp), que originam a resisténcia a insulina induzida pela
obesidade, principalmente por promover fosforilacdo em serina do IRS-1 (Hirosumi et al.,
2002, Aguirre et al., 2002, Shoelson et al., 2006, Solinas e Karin, 2010). Nesse sentido,
vérios estudos tem recomendado que a fosforilacdo do IRS-1 em residuos de ser 307 em

roedores ou serina 312 em humanos poderia ser utilizada como marcador de resisténcia a

insulina (Aguirre et al., 2002, Shoelson et al., 2006, Donath e Shoelson, 2011).

Diversos eventos podem agravar a resisténcia a insulina, entre eles a producdo de
citocina pré-inflamatérias pelo tecido adiposo, que além de ativarem as vias inflamatdrias
(JNK, NFxB) também favorecem a migracdo celular, principalmente de macréfagos, para
este tecido, bem como a polarizacdo dessas células (mudanga do fendtipo M2-alternativo
para M1-cldssico) (Lumeng et al., 2007). Além disso, o excesso de nutrientes favorece o
acumulo de AGLs, bem como o estresse oxidativo, agravando o quadro de resisténcia a
insulina (Hirosumi et al., 2002, Wellen e Hotamisligil, 2005). Portanto, moduladores
negativos da via de sinalizacao da insulina participam do estabelecimento de sua resisténcia

e representam possiveis alvos terapéuticos para o DM2.

1.3- Leptina

Inicialmente identificada como hormonio anti-obesidade (Elmquist et al., 1997), a
leptina, termo de origem grega (leptos = magro), € um hormoénio protéico produzido
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normalmente pelos adipdcitos, cujo peso molecular € 16 KDa. Composta por 167 aa,
apresenta estrutura semelhante as citocinas com acdes pleiotropicas na regulacdo da
resposta imune (Lord et al., 1998, Howard et al., 1999). Seu gene ob estd localizado no
cromossomo 7a31.1 e foi identificado em 1994 (Zhang et al., 1994). Apds sua producio, é
secretada na corrente sangiiinea e liga-se a proteinas sendo transportada ao cérebro
(hipotdlamo) onde estimula ou inibe a liberacdo de vérios neurotransmissores (Romero e
Zanesco, 2006). Sua sintese também ocorre em outros locais, como na medula Ossea,
placenta, cartilagens, epitélio gistrico, misculo esquelético e cérebro, porém em menores
quantidades (Paracchini et al., 2005). Seu receptor € encontrado no saco vitelinico, figado,
estroma fetal, medula éssea (sistema linfohematopoético e linhagem megacariocitica) e
macrofagos (Bennett et al., 1996), e pertence a superfamilia de receptores de citocinas tipo
I, considerado andlogo ao receptor para IL-6 (Tartaglia ez al., 1995, Ahima e Osei, 2004). E
conhecida como fator chave na regulacdo de respostas bioldgicas, tais como manuten¢do da
homeostase, fun¢do neuroenddcrina (Haynes et al., 1997), angiogénese (Sierra-Honigmann
et al, 1998, Bouloumie et al., 1998), osteogénese (Ducy et al., 2000) e reprodutiva (Chehab
et al., 2002).

A obesidade estd associada com aumento dos niveis de leptina, a qual possui
excelente correlacio com a quantidade total de tecido adiposo. Portanto, quanto mais
gordura corpdrea presente, maiores serdo seus niveis séricos (Friedman e Hallas, 1998,
Frithbeck et al., 2001). Estudos na literatura demonstram que a leptina estd relacionada a
sinalizacdo da hematopoese, produzindo efeito direto sobre a proliferacdo de células
hematopoéticas mais jovens e diferenciacdo de células das linhagens mieldide e eritride
(Gainsford et al., 1996, Clayton et al., 1997; Mikhail et al., 1997; Hirose et al., 1998;
Konopleva et al., 1999). A leptina pode ativar neutré6filos, mondcitos, células dendriticas,
macréfagos e células NK e estimular a producao de citocinas por linfécitos Th1l (Mattioli et
al., 2005). Outro aspecto importante € a ligacdo da leptina a modulacdo da imunidade
adaptativa devido ao aumento da sobrevida de células T e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IFNy e IL-2 (Loffreda et al., 1998), sendo reconhecida como um
fator chave na estimulagdo da resposta imune.

Evidéncias recentes mostram seu envolvimento na promocdo de vdrias doencas

imunoldgicas, como a artrite reumatdide (AR), colite e esclerose multipla (revisado por
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Lam e Lu, 2007). Fatores como o jejum, o exercicio prolongado, o frio, a testosterona e as
catecolaminas levam a diminuicdo da expressdo do gene de leptina, resultando na reducdo
de sua concentragdo. J4 a alimentacdo pds-jejum e insulina estimulam a transcricao do gene
levando ao aumento de sua producio (Romero e Zanesco, 2006). Os glicocorticéides atuam
sinergicamente com a insulina, entretanto, geralmente apresentam uma relacio inversa com
a leptina (Friedman e Halaas, 1998).

Em criancas com deficiéncia de leptina ocorre maior incidéncia de infeccoes e
anormalidades no nimero e fun¢do de células T in vitro, com retorno a normalidade ap6s o
tratamento com leptina recombinante. Além disso, a sua defici€éncia congénita € associada a
producdo predominante de citocinas com perfil Th2, havendo migracdo para Thl apds a
reposi¢ao (Farooqi e O’Rahilly, 2009). Devido aos seus efeitos multiplos, tanto na
imunidade inata quanto na adaptativa, a leptina pode ser consigerada como
imunomoduladora em algumas doengas em humanos (Peelman et al., 2006). Da mesma
forma, andlises experimentais com camundongo deficiente para a produgdo de leptina
(ob/ob) e para seu receptor (db/db) demonstraram mudancas no metabolismo energético e
na ingestdao de alimentos (Chen et al., 1996), que sugerem alteracOes na imunidade inata e
adaptativa (Mancuso et al., 2006). A literatura mostra ainda o envolvimento desse
hormo6nio na hematopoese (Fantuzzi e Faggioni, 2000). Em estudos experimentais foi
verificado em cultura de células de medula 6ssea de camundongos ob/ob e db/db que
ambos apresentaram numeros reduzidos de colonias linféides e mieldides quando
comparados aos animais selvagens (Bennett et al., 1996, Umemoto et al., 1997). A leptina
ainda promove a timopoese em camundongos ob/ob (Hick et al., 2006). O papel da leptina
na linfopoese e mielopoese também foi demonstrado através de imunofenotipagem da
medula 6ssea em camundongos normais e deficientes para este hormonio (0b/ob). O maior
impacto da deficiéncia foi no compartimento das células B que apresentou uma reducgdo de
70%, tanto no ndmero absoluto de pré-B (21%) quanto nas células maduras (12%). A
proporcdo mieldide manteve-se proxima a normalidade nos animais obesos, mas o nimero
absoluto de granuldcitos € mondcitos sofreu diminuicdo de 40% e 25%, respectivamente.
Apos o tratamento com leptina, os valores celulares retornaram a normalidade (Claycombe

et al., 2008).
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Figura 2- Linf6citos T helper (Th 1 e Th 2). Adaptado: Vaz et.al, 2007.

Em humanos e roedores, a leptina apresenta um ritmo circadiano e o pico de sua
secrecdo ocorre durante a noite e nas primeiras horas da manha com vida média de 30
minutos (Revisado por Ahima e Osei, 2004, Romero e Zanesco, 2006). O padrdo de
secre¢ao também € influenciado pela alimentacdo (Revisado por Ahima e Osei, 2004). Em
roedores as taxas sangiiineas de leptina elevam-se poucas horas apds a ingestdo alimentar.
Em humanos, tal elevacio s6 acontece apds uma ingestao alimentar exagerada, mantida por
véarios dias. Apds poucas horas de inani¢do ou jejum, ocorre diminui¢do nos niveis de
leptina, o que indica que sua concentracdo nio € regulada pela massa de tecido adiposo,
mas por outros fatores, como alteracdes no balanco energético. O uso de agente
hipoglicemiante, como o troglitazone, reduz a sintese de leptina devido a agdo direta no

gene ob (Cisternas, 2002).

1.4- Hematopoese
O tecido hematopoético possui alta taxa de proliferacdo e renovagdo celular. Os
Orgdos hematopoéticos tém a capacidade de aumentar a produ¢do e maturagdo celular como

mecanismo de adaptacdo a condic¢des fisioldgicas ou patoldgicas (Li et. al., 2000).
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Estudos clinicos e experimentais demonstram que a exposi¢do a vdrias formas de
estresse altera a atividade de diferentes populacdes celulares comprometidas com a resposta
imunolégica (Chrousos, 2000). A maioria das células do sangue deriva das células
progenitoras hematopoéticas da medula dssea, as quais proliferam e diferenciam em
resposta a fatores neuroenddcrinos locais e distantes. Desta forma, qualquer estimulo
adverso capaz de influenciar o desenvolvimento destas células pode resultar em alteracdes
na funcdo imune. A importancia das citocinas como mediadores de numerosos processos
fisioldgicos e patoldgicos e a demonstracdo das relevantes interagdes homeostaticas entre o
cérebro e o sistema imunohematopoiético tém estimulado estudos para identificar as
implicagdes funcionais da modulagdo dos efeitos desses mediadores em eventos de
imunossupressao induzida pelos varios tipos de estresse (Marx et al., 1998; Miyan et al.,
1998; Elenkov et al., 1999).

Diferentes mecanismos atuam na regulacio da hematopoese (Metcalf, 1981;
Dorshkind, 1990; Gol’dberg et al., 1990; Blalock, 1994; McEwen, 1997; Elenkov et al.,
1999; Maestroni, 2000). Um deles refere-se aos fatores do proprio microambiente da
medula Ossea, o qual é composto de células de musculo liso, células endoteliais,
fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e condrdcitos/osteoblastos. Estas células estromais
estdo em associagdo intima com as células tronco-hematopoéticas e proporcionam um
ambiente especializado para o crescimento e diferenciacdo das mesmas. Em condi¢des de
homeostase, a grande maioria destas células-tronco permanece quiescente no estroma, o
que reflete a auséncia de sinais estimuladores ou o envolvimento de sinais supressores.
Estes sinais reguladores consistem principalmente de citocinas que agem direta ou
indiretamente sobre estas células precursoras, visando regular tanto a hematopoese de
repouso, quanto a rapida e reversivel adaptacdo da hematopoese frente a diferentes tipos de
estresse (Li er al., 2000). As citocinas hematopoéticas [fatores estimuladores do
crescimento de coldnias (CSFs)] agem na medula éssea como fatores de crescimento e na
periferia influenciam a atividade funcional das células maduras. J4 as citocinas
inflamatérias desempenham papel importante na fisiopatologia de vérios estados
inflamatorios e outras doencas severas como choque séptico e caquexia. Além disso,
confirmando a caracteristica pleiotropica desses mediadores, aquelas com atividade

predominantemente hematopoética também podem apresentar propriedades inflamatdrias e
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citocinas inflamatérias podem influenciar (direta ou indiretamente) as células
hematopoéticas. Neste sentido, podem ser detectadas nas células do estroma a IL-1, a IL-6
e outras citocinas hematopoéticas. IL-1 e IL-6 sozinhas t€ém pouco ou nenhum efeito sobre
as células precursoras da medula dssea, mas em sinergismo com outros CSFs sdo
responsdaveis por um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como acentuada
proliferacdo de precursores mieldides jovens, aumento nas taxas de proliferacdo e no
ndmero de progenitores comprometidos com diferentes linhagens, estimulo da liberacdo de
citocinas por vdrias outras células, entre outras (Ikebuchi et al., 1988, Eaves et al., 1991,
Dinarello, 1996, Metcalf, 2008). A IL-6 é considerada uma fator de sobrevivéncia para
células tronco hematopoéticas (CTH) (Bernad et al., 1994, Rodriguez et al., 2004),
desempenhando papel fundamental na producdo e manuten¢do da mielopoese (Hauser et
al., 1994). Além disso, achados na literatura mostram que a IL-6 em associa¢do com fatores
estimuladores de colonia e outras citocinas (IL-1 e IL-3) regulam a atividade funcional das
CTH (Muench et al., 1992), confirmando sua acdo sinérgica. Do mesmo modo, a IL-1
também € essencial para atividade funcional dessas células (Muench et al., 1992) e
apresenta como caracteristica principal o aumento da sintese de CSFs (Dinarello, 1996).

O balango existente entre citocinas pro- e anti-inflamatérias podem influenciar a
hematopoese (Wellen e Hostamisligil, 2005). Citocinas como TGF-, TNF-a e IFNy,
podem influenciar negativamente a hematopoese (revisado por Singbrant Soderberg et al.,
2009, Librets et al., 2011, Mizrahi et al., 2013). O TGF-B é um potente inibidor da
proliferacdo de CTH e progenitores hematopoéticos. Tal citocina controla o microambiente
medular e a fase quiescente da CTH (revisado por Singbrant Soderberg et al., 2009,
Yamazaki et al., 2009), inibindo os progenitores. Também causa reducdo da expressao de
varios receptores para citocinas que estimulam a hematopoese (CSF, IL-3 e SCF) (Jacobsen
et al., 1994). As fun¢des hematopoéticas do TNF-a ainda sdo controversas (Mizrahi et al.,
2013). Entretanto, estudos atribuem falha na hematopoese devido a agdo nociva do TNF-a,
favorecendo a apoptose através da inducdo de caspase 8 (Wang et al., 2008). Outro aspecto
observado € a imunossupressdao medular resultante da diminui¢@o dos receptores para CSF,
IL-3 e SCF, ap6s adicdo in vitro de TNF-a (Zhang et al., 1995, Dybedal et al., 2001). Além
disso, esta citocina pode estimular a sintese de IL-8 (revisado por Kobashi et al., 2009), a

qual também diminui o nimero de progenitores hematopoéticos (Broxmeyer et al., 1996,
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Dudek et al., 2003, Scupoli et al., 2008). O IFNy apresenta efeito imunossupressivo
medular, principalmente em relacdo a eritropoese, na qual hd diminui¢do da meia-vida do
eritrocito e inibicdo da eritropoese via IL-15 (Mullarky et al., 2007, Librets et al., 2011).
Além de afetar a manutencdo da CTH e inibir a formacdo de células B e eosinéfilos
(revisado por Librets et al., 2011). Assim como o TGF-, também bloqueia o ciclo celular

(Sato et al., 1995) inibindo diretamente a formacao de progenitores (revisado por Selleri et

al., 1996)
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Figura 3- Hematopoese (esquema). Adaptado: Silva, P.F.

Informagdes acuradas sobre os mecanismos que afetam a hematopoese in vivo
podem ser obtidas com o emprego da cultura de longa-durag@o das células da medula 6ssea
(LTBMC), que consiste em um modelo in vitro para o estudo das interagdes entre as células
progenitoras hematopoéticas e as células do estroma medular (Dexter et al., 1977, Daniel et
al., 1989, Queiroz et al., 2008). A importancia deste tipo de cultura é que o balanco entre
auto-renovacdo e diferenciacdo de células progenitoras hematopoéticas é mantido por

vdarias semanas na auséncia de fatores de crescimento exdgenos, sendo, portanto, totalmente
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dependente da sintese e liberacdo de fatores de crescimento hematopoéticos enddgenos.
Nesta cultura, assim como ocorre in vivo, o contato fisico entre as células do estroma e as
células hematopoéticas produz o estimulo necessdrio para sobrevivéncia, crescimento,
diferenciac@o e auto-renovacao das células hematopoéticas. O estimulo para o crescimento
e diferenciacdo destas células estd localizado primariamente na superficie da membrana das
células estromais através de moléculas associadas a membrana celular que se ligam a
fatores de crescimento, como o GM-CSF, e os apresentam para as células hematopoéticas
na forma biologicamente ativa. Este processo é totalmente dependente da formacdo de uma
camada de células estromais aderentes, que ocorre pela combinacdo de vdrios fatores que
incluem moléculas de adesdo celular, comunicacdo intercelular, sintese, secre¢do e
apresentacdo pelas células do estroma de concentracdoes apropriadas de fatores de
crescimento estimuladores e inibitérios, além da sintese de moléculas da matriz
extracelular.

Conforme apresentado acima, a obesidade pode gerar diversos mediadores, alguns

com capacidade de influenciar a complexa regulacdo da hematopoese.

1.5- Chlorella vulgaris (descrita por M.V. Beijernick, 1890)

CV € uma alga verde unicelular microscopica de dgua doce, da familia Oocystacae,
com capacidade de se auto-reproduzir. Reconhecida principalmente pela sua rica
composi¢do de nutrientes essenciais para a manutencao da autodefesa natural do individuo,
esta alga possui clorofila, beta caroteno, vitaminas, proteinas, minerais, enzimas, entre
outros (Hasegawa et al., 2000, Vijayavel et al., 2007; Rodriguez-Garcia e Guil-Guerrero,
2008, Panahi et al., 2012). Sua atividade adaptativa ou modificadora da resposta bioldgica é
definida pela capacidade de reduzir no organismo os niveis de hormonios relacionados com
o estresse. Resultados produzidos pelo nosso grupo demonstram que em presenca de
condi¢cOes adversas, o hospedeiro que vem recebendo CV como complemento alimentar é
capaz de reagir mais prontamente € com maior vigor na indu¢do de mecanismos essenciais
da defesa imunoldgica (Dantas e Queiroz, 1999; Justo et al., 2001; Queiroz et al., 2002,
2008, 2010, 2011; Souza-Queiroz et al., 2004, 2008, 2013; Ramos, 2008 ¢ 2010).

Em estudos anteriores, com o auxilio de modelos experimentais in vivo, nos quais a

hematopoese tem um papel fundamental, investigamos os efeitos da alga sobre os

Introducao

53



mecanismos reguladores do sistema imunohematopoético, visando aumentar ou
restabelecer as defesas do préprio hospedeiro capazes de inibir processos malignos e
infecciosos (Dantas e Queiroz, 1999, Dantas et al., 1999; Justo et al., 2001; Souza-Queiroz
et al., 2004 e 2008; Queiroz et al., 2002, 2003, 2008, 2010 e 2011; Ramos, 2008 e 2010).
Nossos resultados demonstram o efeito da alga na restauracdo da mielossupressao
produzida pela evolucdo destas doencas pela normalizacio do nimero reduzido de
precursores hematopoéticos para granuldcitos e macréfagos na medula Ossea. Estes
resultados sdo importantes, uma vez que a redu¢do no numero de progenitores
hematopoéticos na medula Ossea representa um efeito agudo decorrente do rédpido
crescimento de certos tumores e da evolu¢do de certos quadros infecciosos. Uma
observacdo importante nestes estudos é que a reversdo pela alga da mielossupressao
induzida pelo agente agressor é acompanhada de aumento no tempo ou na taxa de
sobrevida (Dantas e Queiroz, 1999, Dantas er al., 1999; Justo et al., 2001; Souza-Queiroz et
al., 2004 e 2008; Queiroz et al., 2002, 2003a, 2008, 2010 e 2011, Ramos, 2008 e 2010).

O aumento na taxa ou duracdo da sobrevida e a prevencdo da mielossupressdao
ocorreram paralelamente a um aumento significativo nos niveis in vitro de diferentes
citocinas pré-inflamatérias e hematopoéticas, particularmente interferon-y (IFN-y),
interleucina 2 (IL-2) e fator de necrose tumoral o (TNFa), interleucina-12 (IL-12),
interleucina-lo (IL-1av), fator estimulador do crescimento de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), as quais s@o essenciais na recuperacdo do hospedeiro (Queiroz et al., 2002,
Ramos, 2008 e 2010 Hasegawa et al. ,1997, 2000). Estes achados corroboram trabalhos da
literatura que demonstram a capacidade da CV em aumentar a expressao génica de
citocinas ativas no sistema hematopoético (Hasegawa et al. ,1997, 2000). A atividade das
células natural killer (NK), potentes indutoras da producdo de INF-y, também estd
aumentada em presenca da CV (Dantas et al., 1999, Ramos, 2008 e 2010).

A presenca de radicais sulfidrila é outro atributo desta alga, fato que justifica seu
uso in vitro na remocao de metais toxicos (Wilde e Benemann, 1993; Veglio e Beolchini,
1997; Wong et al., 1997; Lopez et al., 1998). Em estudos recentes sobre o efeito quelante
da CV em animais expostos ao chumbo (Pb), observamos redu¢des significativas nos niveis
do metal no sangue e em 6rgdos alvo, como 0ssos € rins em animais expostos ao metal e

tratados com a alga. Além disso, a alga restaurou as concentracdes elevadas de 4cido 5-
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aminolevulinico (ALA) no figado e plasma, assim como a taxa de sintese de heme e de seus
precursores em animais expostos ao metal (Queiroz et al., 2003a, 2008 e 2011).

Em animais expostos ao Pb foram também analisados os efeitos do tratamento com
CV sobre a interagdo entre as células do estroma da medula Ossea e as células
hematopoéticas, utilizando a cultura liquida de longa duracdo de células da medula 6ssea
(LTBMC). A atividade funcional foi avaliada pela capacidade das células estromais nao-
aderentes de promoverem in vitro o crescimento e diferenciacdo de células progenitoras
comprometidas com a linhagem granulécito-macréfago (CFU-GM). Os resultados
demonstraram que o tratamento com CV de camundongos expostos ao Pb restaura tanto a
reduzida capacidade das células estromais de produzirem CFU-GM, quanto os niveis
reduzidos de IL-6, induzidos pelo metal (Queiroz et al., 2008). Estes resultados sugerem
que a capacidade da CV reduzir o contetido de Pb nos tecidos do corpo, em associagdo com
seu efeito modulador sobre a atividade de citocinas hematopoéticas, pode inibir os efeitos
imunossupressores do Pb sobre a atividade hematopoética na medula dssea e desta forma
potencializar a vigilancia imunoldgica.

Outro aspecto relevante dos efeitos da CV consiste na modulacdo da resposta ao
estresse fisico e psicogénico (Queiroz et al., 2003b, Souza-Queiroz et al., 2008). O estresse
ativa o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) para producdo de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) e liberagdo de glicocorticéides. Nesse sentido, Hasegawa e
colaboradores (2000) demonstraram que a CV pode prevenir os efeitos imunossupressores
do estresse psicolégico submetido em camundongos que observam outros animais
receberam choque (foot-shock) pela inibi¢do da producdo de corticosterdides endégenos. O
fato desta alga estimular a producao de citocinas como IL-1 e TNF-a, as quais deprimem a
sintese de glicocorticoides, ddo suporte a estes achados (Hasegawa et al., 1997, 2000;
Pariante et al., 1999).

Em trabalho recente, avaliamos o crescimento e diferenciacdo de granuldcitos e
macréfagos na medula dssea de ratos tratados com CV, infectados com a bactéria Lysteria
monocytogenes (LM) e expostos a estressores fisicos e psicogé€nicos. Nossos resultados
demonstraram que o impacto das duas modalidades de estresse aumentou de forma similar
tanto a severidade quanto a duragdo da mielossupressdo produzida pela infeccao, sendo que

este efeito foi completamente revertido no grupo estressado/infectado tratado com a alga. A
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investigacdo dos mecanismos subjacentes a protecdo produzida pela CV demonstrou
aumentos significativos na atividade estimuladora hematopoética do soro, paralelamente a
normalizac¢ao dos niveis reduzidos de IFNy e dos niveis aumentados de interleucina 10 (IL-
10), observados apds exposicao aos dois tipos de estressores. A avaliacdo da sobrevida
frente a uma dose letal de LM revelou cura de 50% no grupo apenas infectado e de 20% no
grupo estressado/infectado. Estes resultados sugerem que o tratamento com CV constitui
ferramenta eficaz na profilaxia da mielossupressio pds-estresse, mesmo com O
agravamento do quadro clinico decorrente da presenca de um estresse adicional, no caso, a
infeccdo. (Souza-Queiroz et al., 2008).

Em resumo podemos afirmar que a estimulacdo de células-tronco hematopoéticas e
ativacdo de leucdcitos maduros sdo aspectos importantes dos efeitos da CV sobre o sistema
imunolégico de hospedeiros imunossuprimidos. Em conjunto, os resultados aqui
apresentados sugerem que o tratamento com CV modula indiretamente a resposta
imunoldgica e impede a supressdo imunohematopoética ao induzir uma maior reserva de
progenitores mielddes na medula Ossea em conseqiiéncia da liberacdo de citocinas
biologicamente ativas (CSFs, IL-1, IL-6, entre outras).

Achados clinicos na literatura demonstram que a administracdo de CV a individuos
expostos a fatores de alto risco para a producao de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e outras
doencas relacionadas ao estilo de vida resultaram em aumento na expressdo de genes
relacionados a moléculas de transdugdo de sinal para a insulina, assim como de enzimas
metabolicas, receptores, transportadores e citocinas relacionados com este hormonio.
Nesses individuos, a administracio de CV resultou tanto na reducdo da porcentagem de
gordura corporal, quanto nos niveis séricos de colesterol total e glicose (Mizoguchi et al.,
2008). Em estudo experimental, Cherng e Shih (2005, 2006) observaram em camundongos
com DM tipo I tratados com CV reducdo na glicemia, aumento de entrada de glicose no
musculo esquelético, aumento na tolerancia a ingestdo de glicose e nenhuma alteragdo nos
niveis sangiiineos de insulina. Estes relatos sugerem que a CV nado afeta a secre¢do de
insulina, mas previne a resisténcia a esse hormonio (Rodriguez-Lopez e Lopez-Quejada,
1971, Cherng e Shih, 2005, 2006). Neste contexto, Lee e Kim (2009) observaram aumento

na expressao do principal transportador de glicose - GLUT4 (glucose transporter type 4) e
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conseqiiente acréscimo da entrada de glicose em células musculares de ratos Wistar
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com CV.

Em relagcao ao colesterol, estudos clinicos e experimentais demonstraram que 0 uso
de CV pode diminuir seus niveis sangiiineos devido ao aumento na excrecao de esterdides
neutros nas fezes (Okudo et al., 1975, Sano et. al., 1988, Shibata et. al., 2001). Dietas ricas
em fibras e em dcidos graxos ndo-saturados diminuem a absorcdo e favorecem a excrecdo
intestinal de gorduras (Connor et. al., 1969), estando, portanto, associadas a redugdo dos
niveis de colesterol e da taxa de lipideos (Lee et al., 2008). Segundo andlises bioquimicas
realizadas por Tanaka e colaboradores (1986), a CV utilizada em nosso estudo contém
44.4¢ de proteina, 39,5g de carboidratos e 15,4g de acido nucléico em cada 100g (peso
seco) do material total, sendo que lipideos ndo foram detectados nessas anélises. Por outro
lado, estudos na literatura sobre a composi¢do de outra espécie de alga denominada
Chlorella pyrenoidosa, demonstraram presenca de fracdes fosfolipidicas e glicolipidicas
(Sano et. al., 1988) e de 4cidos graxos (Radmann e Costa, 2008), o que explicaria a
atividade moduladora desta alga nos niveis de colesterol demonstrada por Mizoguchi et. al.,
2008. Esta aparente contradicdo nos levou a incluir a avaliacdo da composi¢do da CV no

presente estudo.
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2- OBJETIVOS

2.1- Gerais

Avaliar a agdo da alga Chlorella vulgaris (CV) na atividade imunohematopoética,

metabolica e de sinalizacdo da insulina em camundongos submetidos a diferentes periodos

de dieta hiperlipidica.

2.3- Especificos
Avaliar os efeitos da administracdo da CV nos seguintes parametros:

Imunohematopoéticos nos animais submetidos a 15, 30 e 45 dias de dieta

hiperlipidica. Para isso avaliamos:

Interacdo entre as células do estroma da medula Gssea e as células progenitoras
hematopoéticas (células tronco) utilizando a cultura liquida de longa duracdo de
células da medula 6ssea (LTBMCO);

Cultura clonal de células progenitoras hematopoéticas comprometidas com o
crescimento e diferenciacdo de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) nas células
hematopoéticas da medula Ossea, baco e células ndo-aderentes presentes no
sobrenadante da LTBMC;

Niveis das citocinas IL-1a e IL-6 presentes no sobrenadante da LTBMC;
Caracterizacao das populacdes celulares (imunofenotipagem) da medula dssea dos
animais nos diferentes grupos;

Morte celular nas células hematopoéticas da medula dssea;

Atividade estimuladora de coldnias (CSA) de células hematopoéticas do soro dos

animais nos diferentes grupos.

Metabodlicos e de sinalizacdo de insulina nos animais submetidos a 90 dias de dieta

hiperlipidica. Para isso avaliamos:

— Niveis séricos de glicose, leptina, insulina, dcidos graxos livres, corpos
cetonicos, triglicerideos, colesterol total e fracdes dos animais nos diferentes

grupos;
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— Fosforilacdo das proteinas (IR, IRS-1 e Akt) envolvidas na sinalizacdo da
insulina no figado, musculo gastrocnémio e gordura epididimal dos animais nos
diferentes grupos;

— Niveis séricos das citocinas IL-6, IL-10, IL-33, MCP-1, IFN-y, TNF-a, TGF-B ¢

IL-1 dos animais nos diferentes grupos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais: Camundongos Balb/C obtidos no centro de Bioterismo (CEMIB) da
UNICAMP pesando 18 a 22 g foram usados no estudo. Os animais foram mantidos sob
condic¢des estaveis de temperatura (26 + ZOC) e ciclos claro/escuro de 12 horas controlados,
com livre acesso a dgua e alimentacdo (dieta hiperlipidica palatdvel ou dieta padrdo de
acordo com o grupo de estudo). Todo experimento foi conduzido de acordo com as normas
da Comissdo de FEtica na Experimentacio Animal da Universidade (CEEA/IB -
UNICAMP) — protocolo n° 1987-1. Foram utilizados camundongos Balb/C devido a sua

caracteristica isogénica, a qual favorece os estudos do sistema imune (Hilgers et. al, 1985).
3.2- Composicao Nutricional da Chlorella vulgaris (CV):

Este estudo foi realizado no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) no Centro
de Ciéncia e Qualidade de Alimentos, sob a coordenacdo da Dra. Sueli Regina Baggio, de
acordo com os Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo

Lutz (Zenebone e Pascuet, 2005):

3.2.1- Determinagdo de Umidade e Voldteis: A determinacdo de umidade e
volateis baseou-se na determinacdo indireta da dgua presente no alimento por gravimetria
(Zenebon e Pascuet, 2005). A umidade foi calculada pela diferenca da massa do alimento
antes e ap0s a secagem. A utilizacdo de vicuo permitiu que a secagem da amostra ocorresse
em temperaturas mais baixas do que quando foi feita em pressdo atmosférica, minimizando
a degradacdo de componentes ldbeis da amostra. Os resultados foram expressos por g/100g

de amostra.

3.2.2- Determinacdo de Cinzas: O método para a determinacdo de cinzas
consistiu na incineragdo da amostra em mufla a 550°C, promovendo a evaporagao da agua e
de substancias voldteis e a oxidacdo da matéria organica (Zenebon e Pascuet, 2005). O
residuo da incineragdo foi denominado como cinzas ou residuo mineral fixo e sua
quantificacdo foi feita por gravimetria. Os resultados foram expressos por g/100g de

amostra.
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3.2.3- Determinacdo de Lipidios Totais: A determinacdo dos lipidios totais
foi realizada por hidrélise dcida com HCI em ebuli¢do, para a destruicdo de proteinas,
carboidratos e outros componentes presentes nos alimentos, seguida da extracdo dos
lipidios totais com éter de petrleo (Zenebon e Pascuet, 2005). Os teores de lipidios totais

foram obtidos gravimetricamente e os resultados expressos por g/100g de amostra.

3.2.4- Determinagdo de Proteinas: O teor de proteina foi determinado de
acordo com Zenebon e Pascuet, 2005. O método consistiu na digestdo da amostra com
acido sulftrico concentrado sob aquecimento, na presenca de catalisadores, transformando
todo o nitrogé€nio presente na amostra em sulfato de amonia. Em um sistema fechado, o
sulfato de amonia foi convertido em amodnia gasosa apds a alcalinizacdo do meio com
solug@o de hidréxido de sédio concentrada. A amonia foi destilada e recolhida em solugdo
de 4cido borico contendo indicador dcido-base. O teor de nitrogénio foi calculado a partir
do volume e da concentragdo de uma solucdo de 4cido cloridrico padronizada, utilizada
para a titulacdo do dcido bdrico. O teor de proteina da amostra foi calculado pela
multiplicacdo do teor de nitrogénio total por um fator especifico do produto (5,75). Os

resultados foram expressos por g/100g de amostra.

3.2.5- Determinagdo de Carboidratos: Os teores de carboidratos totais foram
calculados por diferenca: 100 - (g/100g umidade + g/100g cinzas + g/100g proteina +
2/100g lipidios totais).

3.2.6- Determinag@o de Calorias: O valor caldrico da amostra foi calculado
pela soma das porcentagens de proteina e carboidratos multiplicados pelo fator 4 (Kcal/g)

somado ao teor de lipidios totais multiplicado pelo fator 9 (Kcal/g).
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Tabela 1- Determinacdo da Composi¢ao Nutricional da CV segundo os Métodos Fisico-

Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz

DETERMINACOES RESULTADOS

Umidade e Voliteis (g/100g) 5,2 (0,0) *
Cinzas (g/100g) 7,0 (0,0) *
Lipidios totais (g/100g) 8,6 (0,1) *
Proteina (Nx5,75) (g/100g) 57,4 (0,5) *
Carboidratos totais (g/100g) 21,8 **
Calorias (kcal/100g) 304 ***
Ferro (mg/100g) 95 (2) *

*Média e estimativa de desvio padrdo.

**Calculado por diferenga: 100 - (g/100g umidade + g/100g cinzas + g/100g proteina + g/100g lipidios
totais).

**#*Q valor calérico da amostra foi calculado pela soma das porcentagens de proteina e carboidratos
multiplicados pelo fator 4 (Kcal/g) somado ao teor de lipidios totais

3.2.7- Determinagao da composicao em dcidos graxos da CV: Para a andlise
dos acidos graxos, uma aliquota do extrato lipidico contendo aproximadamente 400 mg de
lipidios, foi seca em evaporador rotatério. A transmetilacdo foi realizada de acordo com o
método de Hartman e Lago (1973), usando solucdo de cloreto de amonia e 4cido sulfirico
em metanol como agente esterificante. A cromatografia gasosa foi realizada em
cromatografo a gas, equipado com amostrador automaético; injetor split, razdo 75:1; coluna
capilar CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm i.d., 0,20 um de filme); detector por ioniza¢do em
chama (FID) e uma workstation para aquisi¢do dos dados. Condi¢Oes cromatograficas:
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 120°C/5min, elevando-se para
235°C numa escala de 5°C/min, permanecendo nesta temperatura por 15 minutos; gis de
arraste, hidrogénio numa vazdo de 1 mL/min; gis “make-up”, nitrogénio a 30 mL/min;
temperatura do injetor, 27OOC; temperatura do detector, 31()0C; volume de injecao 1 uL. A
identificacdo dos 4cidos graxos foi realizada pela comparacdo do tempo de retencdo dos
acidos graxos das amostras e padrdes e co-cromatografia. A quantificacao foi realizada por

normalizagdo de drea e os resultados foram expressos em g/100g de amostra.
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Tabela 2- Determina¢do da composicdo em dcidos graxos da CV segundo os Métodos

Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

ACIDOS GRAXOS (g/100g)

Saturados 1,67
Monoinsaturados 1,60
Poliinsaturados 4,09
Omega 3 1,49
Omega 6 2,60
Trans-isOmeros totais <0,01
N.L 0,88
\COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS % de Area (g/ IOOg)****\
C12:0 laurico 1,8 0,15
N.L 4,1 0,34
C13:0 tridecandico 0,5 0,04
N.L 0,9 0,07
C14:0 miristico 0,3 0,02
N.L 0,3 0,02
C15:0 pentadecandico 0,1 0,01
N.L 1,1 0,09
C16:0 palmitico 16,4 1,35
C16:1 dmega 7 palmitoléico 4,5 0,37
N.L 0,2 0,02
C17:0 margérico 0,1 0,01
N.L 0,1 0,01
Cl17:1 cis-10-heptadecendico 7,3 0,60
N.I 0,1 0,01
C18:0 estearico 0,6 0,05
N.L 0,7 0,06
C18:1 dmega 9 oléico 7,5 0,62
N.L 2,8 0,23
C18:2 dmega 6 linoléico 25,2 2,07
C20:0 araquidico 0,1 0,01
C18:3 dmega 6 gama linolénico 4,1 0,34
C18:3 6mega 3 alfa linolénico 17,5 1,44
C20:2 dmega 6 11,14 eicosadiendico 2,2 0,18
C23:0 tricosandico 0,1 0,01
C22:2 dmega 6 cis-13,16-docosadiendico 0,1 0,01
C24:0 lignocérico 0,2 0,02
C20:5 dmega 3 eicosapentaendico (EPA) 0,5 0,04
C24:1 nervonico 0,1 0,01
N.L 0,4 0,03

C22:5 6mega 3

cis-7,10,13,16,19
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-docosapentaendico (DPA) 0,1 0,01

N.I. - Nao Identificado

*Média e estimativa de desvio padrdo.

**Calculado por diferenga: 100 - (g/100g umidade + g/100g cinzas + g/100g proteina + g/100g lipidios
totais).

***Q valor calérico da amostra foi calculado pela soma das porcentagens de proteina e carboidratos
multiplicados pelo fator 4 (Kcal/g) somado ao teor de lipidios totais

multiplicado pelo fator 9 (Kcal/g).

##5%k Area x % lipidios/100 x F de conversio (F=0,956). Limite de detec¢io do método = 0,01 g/100g.

3.2.8- Determinacdo de vitaminas, carotendides, fibras, minerais e
aminodcidos da CV: Foi realizado no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) no
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos, sob a coordena¢cdo da Dra. Sueli Regina
Baggio, de acordo com os Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto

Adolfo Lutz (Zenebone e Pascuet, 2005).

Tabela 3- Determinagdo de Vitaminas Hidrossoliveis e Lipossoliveis da CV segundo os

Métodos Fisico-Quimicos para Anélise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

DETERMINA(;AO RESULTADO UNIDADE (/100g)
o . . ‘o mg
Vitamina C (acido ascorbico) Tr < 1,00
. . mg
Vitamina B (Tiamina) ND < 0,02
o . . mg
Vitamina B, (Riboflavina) 0,16 £ 0,01
o . mg
Vitamina B¢ (Piridoxina) 0,034 + 0,004
Vitamina E 6 ul
Vitamina A 451 ul

UI unidade internacional, Tr tracos, ND ndo detectado. Média + desvio padrdo.
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Tabela 4- Determinacdo de Fibras total, solivel e insolivel da CV segundo os Métodos

Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

DETERMINACAO RESULTADOS (g/100g)
Fibra total 15,31 £ 0,38
Fibra solavel 2,61 +0,04
Fibra insoluvel 12,70 £ 0,34

Média + desvio padrio.

Tabela 5- Determinagdo de carotendides e tocoferdis da CV segundo os Métodos Fisico-

Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

DETERMINACAO RESULTADOS UNIDADE (/100g)

Carotenoides totais 4,97+ 0,42 mg
Beta-caroteno 812 £ 16 ug
Alfa-tocoferol 5,67 £0,49 mg
Beta-tocoferol ND < 0,02 mg
Gama-tocoferol ND < 0,02 mg
Delta-tocoferol ND < 0,02 mg

ND néo detectado. Média * desvio padrio.

Tabela 6- Determinacdo de Minerais da CV segundo os Métodos Fisico-Quimicos para

Analise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

DETERMINACJ&O RESULTADO (mg/100g)
Arsénio ND < 0,02
Cadmio ND < 0,02

Calcio 108 +2
Chumbo ND < 0,02
Cobre 0,25+ 0,03
Fosforo 1548 + 14
Magnésio 315+ 10
Manganés 0,0192 + 0,0002
Mercurio ND < 0,001
Potassio 901 £ 25
Sédio 13,9+0,2
Zinco 0,86 + 0,01

ND nio detectado. Média + desvio padrio.
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Tabela 7- Determinacdo de aminodcidos totais da CV segundo os Métodos Fisico-

Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

AMINOA CIDOS TOTAIS UNIDADE (g/100g)
Acido aspdrtico 6,98
Acido glutdmico 8,75

Serina 2,60
Glicina 3,65
Histidina 1,09
Arginina 4,66
Treonina 3,53
Alanina 4,34
Prolina 2,65
Tirosina 3,14
Valina 3,69
Metionina 0,69
Cistina 0,32
Isoleucina 3,51
Leucina 5,71
Fenilalanina 3,89
Lisina 5,19
Triptofano 0,67

3.3- Modelo de obesidade: A dieta hiperlipidica composta por carboidrato (38,5%);
proteina (15%); lipideos (46,5%), totalizando: 5,4 kcal/g foi oferecida durante 15, 30, 45 e
90 dias.

3.4- Divisao dos grupos: Os animais foram divididos em 4 grupos de acordo com
os diferentes periodos de administracao de dieta hiperlipidica: - 15; - 30; - 45 € 90 dias (n =
20/grupo), e subdivididos nos subgrupos (n = 6/subgrupo): -1. controle; -2. dieta normal e
tratados com CV (CV+Dieta Normal); -3. dieta hiperlipidica e sem tratamento (Dieta

Hiperlipidica); -4. dieta hiperlipidica e tratados com CV (CV+Dieta Hiperlipidica).

3.5- Preparo da alga CV Tratamento: A alga, gentilmente cedida pelo Dr.
Hasegawa (Research Laboratories, Chlorella Industry Co. Ltd., Fukuoka, Japan), foi
diluida em 4gua destilada (pH fisiolégico) e administrada por via oral (gavage) a partir de 4
semanas de idade na dose de 50 mg/Kg/dia (concentragdo 6,25 mg/mL) em um volume
total de 0,2mL por animal. O tratamento consistiu na administracdo de CV por 20, 35, 50 e

95 dias, sendo 5 dias prévios ao inicio da administra¢do da dieta hiperlipidica.
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3.6- Determinacao da massa corporal: A massa corporal foi determinada pela
balanca de precisdo, sempre no inicio de cada semana e ao final do experimento apds

anestesia dos animais.

3.7- Cultura liquida de longa duraciao de células da medula 6ssea (LTBMC):
Neste sistema de cultura de longa duracdo as células da medula 6ssea com fendtipos
representativos do estroma medular formam uma camada de células aderentes ao recipiente
de cultivo criando condi¢Oes indispensdveis para manuten¢do das células tronco-
hematopoéticas e para a producdo de progenitores e células diferenciadas da linhagem
mieloide (Spooncer ef al., 1993). Com o objetivo de avaliar os efeitos da alga Chlorella
vulgaris sobre o estroma medular e sobre a diferenciacdo de progenitores para granuldcitos
e macrofagos gerados nesse sistema, os fémures dos animais submetidos aos referidos
tratamentos (item 3.4) foram coletados assepticamente e as células hematopoéticas e
estromais (aproximadamente 107 células/mL) foram removidas e transferidas com o auxilio
de agulha e seringa para um tubo contendo 10 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma)
completo suplementado com 20 % de soro fetal eqiiino (Sigma) e 1% de uma solucdo de
hidrocortisona (10*M). Esta suspensdo de células foi transferida para garrafas de cultura
T25 (10 mL/garrafa, n=6), e estas foram mantidas por 4 semanas a 37°C na presenca de 5%
de CO,. Uma vez por semana estas células foram alimentadas através da remocao de 50%
do meio saturado e adicdo do mesmo volume de meio RPMI completo e suplementado.
Semanalmente foi realizada a contagem em camara hemocitométrica das células nao
aderentes presentes no sobrenadante das culturas. Apds a quarta semana (tempo necessario
para confluéncia das células do estroma), ao fazer a troca do meio as culturas foram
repovoadas com células de medula 6ssea (aproximadamente 107células/mL) de animais dos
respectivos grupos (item 3.4). Este repovoamento celular é necessario para que as células
hematopoéticas mais imaturas possam agora se alojar na capa de células aderentes e iniciar
a hematopoese in vitro. A partir da quinta semana iniciaram-se os ensaios de CFU-GM. A
cada sete dias, foram coletados 5 mL do meio de cultura de cada garrafa e centrifugado por
10 min a 1200 rpm. O sobrenadante foi separado e congelado a —20°C para posterior
dosagem das citocinas IL-6 e IL-1a pelo método de ELISA. O pellet foi ressuspenso em 1
mL de meio RPMI, contado em camara hemocitométrica apos diluicao 1:10 das células em

azul-tripan 0,2 %. Preparamos o meio mais dgar que consiste de: 30% de meio DMEM 2X
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concentrado; 20% de SBF e 50% de agar. A seguir, adicionamos o volume apropriado de
células (1 x 10° células/mL) quando o meio mais dgar estava a 37°C. Ressuspendemos as
células e distribuimos volumes de 2,0 mL em cada placa de Petri (35 mm), as quais ja
continham 100 pL de recombinante GM-CSF (0,5 ng/mL) (Sigma, Cdéd. G0282).
Distribuimos o contetido por toda a superficie da placa de Petri e deixamos geleificar.
Incubamos por sete dias a 37°C em presenca de 5% de CO; e a seguir contamos 0 nimero
de colonias em microscépio de dissec¢do com aumento de 40X. Adicionalmente, no final
do experimento (7* semana) as células aderentes das culturas foram tripsinizadas (tripsina a
0,25%) e quantificadas em camara hemocitométrica. As garrafas foram fotografadas na

quarta e na sétima semanas da cultura.

3.7.1- Dosagem do sobrenadante de citocinas pelo método imunoenzimatico
(ELISA): As concentragdes de IL-6 e IL-1a foram dosadas no sobrenadante de LTBMC de
animais pelo método ELISA de captura, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos
para cada citocina e as especificacOoes do fabricante (BD Biosciences, San Diego, CA,
Estados Unidos). Para dosagem das citocinas foram coletados os sobrenadantes das
cavidades correspondentes da placa de cultura semanalmente a partir da 4* semana. Nas
cavidades da placa de ELISA (NUNC — “Immuno plate Maxisorp” — 96 wells) foram
adicionados 100 pL. do anticorpo monoclonal de captura. Apds incubacdo “overnight” a
4°C, o sobrenadante foi descartado e as cavidades lavadas com tampdo de lavagem (
Reagente Set B, BD Bioscience, San Diego, CA, Estados Unidos). Reagdes inespecificas
foram bloqueadas pela adi¢do de 200 pL. de tamp@o diluente e incubando-se a temperatura
ambiente por 1 h. Apds lavagem, 100 pL. dos padrdes (citocina recombinante) e das
amostras foram adicionadas as cavidades da placa e, apds incubagdo, a placa foi lavada para
adi¢do de 100 pL do anticorpo monoclonal de deteccdo marcado em cada cavidade. Apds
incubagdo a temperatura ambiente por 1 h, a placa foi lavada e, a seguir, 100 uL de uma
solucdo de avidina-peroxidase (1:250) adicionados as cavidades, incubando-se por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem, 100 pL do substrato (tetrametilbenzidina-
TMB e H,0,) foram adicionados e a placa incubada a temperatura ambiente por um
periodo de 30 minutos para o desenvolvimento da cor. A reacdo foi interrompida

adicionando-se 20 plL. de H3POs 1M ou H,SO4 2 N em cada cavidade. A leitura foi
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realizada em leitor de ELISA a 450 nm. As concentragdes de citocina presentes nas

amostras foram calculadas a partir da curva padrao e os resultados expressos em pg/mL.

3.8- Avaliacao dos niveis de Atividade Estimuladora Hematopoética do soro
(CSA): O sangue de animais tratados (item 3.4) com a CV foi obtido por punc¢do venosa,
sendo separado em pools, centrifugado para a obtencdo do soro e armazenado a — 20°C. Os
niveis séricos de CSAs foram determinados pela sua atividade promotora do crescimento e
diferenciacdo de precursores hematopoéticos de granuldcitos e macréfagos de animais
normais (ndo tratados). A atividade estimuladora de colonias foi expressa em unidades por
mL e determinada a partir de curva de titulacdo. De acordo com Van Den Engh e Bol
(1975), a menor concentracdo capaz de estimular o crescimento foi considerada como 1

unidade de CSA.

3.8.1- Cultura Clonal de precursores hematopoéticos: Apds o sacrificio do
animal, a pele foi limpa com dlcool iodado ou 70%. Apds a exposi¢do do fémur, a
cartilagem foi removida sobre o orificio na extremidade distal e cortado o 0sso na jun¢ao
superior. A medula dssea foi transferida com auxilio de agulha e seringa para um tubo
contendo meio RPMI-1640. As suspensdes celulares foram mantidas no gelo. O nimero de
células na suspensdo foi contada em camara hemocitométrica apds diluicao 1:10 das células
em azul-tripan 0,2%. Foi preparado o meio mais agar que consiste de: 30% de meio
DMEM 2X concentrado, 20% de soro fetal bovino (SBF) e 50% de agar. A seguir, foi
adicionado o volume apropriado de células da medula (1.10° células/mL) no meio mais
agar a 37°C. Foram ressuspendidas as células e distribuidos volumes de 2,0mL em cada
placa de Petri, as quais tinham 100uL do soro dos animais tratados (CSA) ou 100 pL
recombinante GM-CSF (Sigma 0,5ng/mL). O conteudo foi distribuido por toda a superficie
da placa de Petri para geleificar. A incubacgdo foi a 37°C em presenga de 5% de CO; no ar
durante sete dias. O nimero de col6nias em microscépio de disseccdo com aumento de

40X.

3.9- Imunofenotipagem de células hematopoéticas da medula éssea: Para a
avaliacdo da imunofenotipagem, as células hematopoéticas foram coletadas e
homogeneizadas com auxilio de pipeta Pasteur, em meio a-MEM suplementado com 10%

de SBF, centrifugadas por 10min a 1200rpm e contadas em camara hemocitométrica. Um
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total de 1x10° células por amostra foi marcado com o anticorpo primério TER-119, B220,
Grl, CD11b, F4/80, CD19, CD90, Sca-1, cKit, CD34, CD16, Lin (B220, CD3, TER119,
GR1, CDl11b), IL-7R (BD PharmingemTM, EUA) conjugados aos fluorocrémos. As
aquisicoes foram realizadas em citometro de fluxo FACsCalibur (Becton Dickinson, CA,
USA), ap6és compensacgdo da emissdo da fluorescéncia dos fluorocromos para que nao haja
sobreposicdo das mesmas. Para tal finalidade, foram usados 5 tubos: 1 (células nado
marcadas) e mais 4 tubos com os fluorocromos marcados separadamente (FITC, PE,
CY7/PE e APC) para realizar a otimizacdo do aparelho, compensacao da fluorescéncia e

evitar background. As andlises foram realizadas pelo programa WinMDI.

3.10- Determinacio da morte celular por citometria de fluxo: Utilizou-se
anexina-V e 7 amino actinomicina (7AAD) (BD PharmingemTM, EUA). As analises foram
realizadas em triplicata. Apds lavagem das células com PBS, as mesmas foram
ressuspensas numa concentracao de 1.10° células/uL. Adicinou-se 5 puL. de fluorocromo
conjugado a Anexina-V e 5 pL de 7AAD a 100 pL dessa suspensdo. As células foram
gentilmente homogeneizadas e incubadas 15 minutos a temperatura ambiente protegidas da
luz. Adicionou-se 400 uL. de tampdo em cada tubo para andlise por citometria de fluxo
(FACsCalibur). As células vidveis sdo negativas para ambos os corantes, enquanto as
células em estdgio inicial de apoptose sdo positivas somente para Anexina-V, por outro

lado quando positivas para Anexina-V e 7AAD apresentam estdgio avangado de apoptose.

3.11- Dosagem sérica dos niveis de glicose: A concentracdo de glicose foi
determinada com fitas reativas e glicosimetro (Optium Xceeed — Abbot, Berkshire,

Inglaterra).

3.12- Analises bioquimicas dos niveis séricos de acidos graxos livres, corpos
cetonicos, triglicerideos, colesterol total e fracdes: Apds jejum (12 h), uma amostra de
sangue foi coletada da veia cava. O soro de cada animal foi separado por centrifugacdo
(2,500g) por 15 min a 4° C e armazenado a -80 ° C para posterior andlise. Os niveis séricos
de 4cidos graxos livres (AGLs) foram analisados utilizando NEFA-kit-U (Wako quimicos,
Neuss, Alemanha) com 4cido oléico como padrdo. A determinacdo de corpos cetdnicos foi
realizada utilizando o ensaio colorimétrico (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,

Estados Unidos) com f-hidroxibutirato como padrdo. Os triglicerideos, colesterol total e
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fragdes de colesterol foram analisados usando kits de ensaio colorimétrico (Labtest

Diagnostica, Minas Gerais, Brasil) segundo instru¢des do fabricante.

3.13- Teste de tolerancia glicose (GTT): Ap6s jejum de 12 horas a primeira coleta
de sangue foi realizada no tempo 0. Em seguida, glicose 25% (11,1 mmol/Kg de peso
corporal) foi injetada via intraperitoneal (ip) nos camundongos e as amostras de sangue
serdo coletadas da cauda nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para determinacdo da
glicose sérica (item 3.11). Tolerancia a glicose foi avaliada pela drea sob a curva andlise

(AUC).

3.14- Teste de tolerancia a insulina (ITT): Ap6s jejum de 6 horas a primeira
coleta de sangue foi realizada no tempo 0. Em seguida, a insulina (2 U/Kg de peso
corporal) foi injetada ip nos camundongos e as amostras de sangue foram coletadas da
cauda nos tempos 35, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinacdo da glicose sérica (item

3.11). A tolerancia a insulina foi avaliada pelo clearance de glicose sobre os minutos

iniciais do desafio de insulina.

3.15- Dosagem sérica dos niveis de leptina: Foram utilizados kits de ELISA
(Crystal Chem. Inc., EUA) comerciais espécie-especificos para as determinagdes.
Resumidamente para a andlise de leptina (cat n° 90030), as cavidades da placa de ELISA
foram adicionadas 5 pL das amostras e padrdes (0,2 — 12,8 ng/mL). Apds incubagdo
overnight (16 a 20 horas) e lavagem (cinco vezes) das cavidades da placa, 100 pL do
conjugado (anti-IgG de cobaio marcada com enzima) foram acrescidos a cada cavidade.
Ap6s novo periodo de incubagdo (3 horas a 4°C) seguido de lavagem (sete vezes), foram
adicionados 100 pL da solug@o do substrato. Apds incubagdo por 30 minutos, no escuro, as
reacdes foram bloqueadas com 100 pL de solucdo acida e as absorbancias lidas em leitora

de ELISA a 450 nm e os resultados dados em ng/mL.

3.16- Dosagem sérica dos niveis de insulina: Foram utilizados kits de ELISA
(Crystal Chem. Inc., EUA) comerciais espécie-especificos para as determinacdes. Para a
andlise de insulina (cat n°® 90080), as cavidades da placa de ELISA foram adicionadas 5 pL
das amostras e padroes. Apos incubagdo (2 horas a 4°C) e lavagem (cinco vezes) das

cavidades da placa, 100 pL do conjugado (anti-insulina marcada com enzima) foram
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acrescidos a cada cavidade. Apds novo periodo de incubacdo (30 minutos a temperatura
ambiente) seguido de lavagem (sete vezes), foram adicionados 100 plL da solugdo do
substrato. Apds incubagao por 10 a 40 minutos, no escuro, as reacdes foram bloqueadas
com 100 uL de solucdo acida e as absorbancias lidas em leitora de ELISA a 450 nm e os

resultados dados em ng/mL.

3.17- Expressao das proteinas totais e fosforiladas (IRB, IRS-1 e Akt)
envolvidas na sinalizacdo da insulina no figado, miisculo gastrocnémio e gordura

epididimal:

3.17.1- Eletroforese: Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de
dodecil sulfato de sédio e poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richomond,
C.A.). Metanohidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e
ditiotreitol (DTT) foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo). Insulina mista regular foi
procedente da Biobrds. A membrana de nitrocelulose BA 85, 0,2um foi proveniente de
Schleider e Schuell. Os anticorpos anti-Akt, anti-p-Akt e anti-IRS-1 foram obtidos da Cell.
Também foram utilizados anticorpo anti-IR-p-IR, p-IRS-1, p-IRS-1 Tyr e p-IRS-1 Ser 307

adquirido da Santa Cruz Biotechnology Inc.

As solugdes a empregadas nos experimentos estdo descritas abaixo.

e Tampdo de extracdo: Continha: trisma base 100 mM, EDTA 10mM, pirofosfato de
sodio 100mM, fluoreto de s6dio 10mM, ortovanadato de s6édio 10mM, PMSF 2mM
(diluido em 4dlcool etilico), triton X 100 1%, aprotimina 10 3% (0,1mg/mL). Esta
solugdo foi mantida a 4°C. O ortovanadato, PSMF e aprotimina foram acrescidos no

momento do uso.

e Tampdo de Laemmli (5x): Foi utilizado para estocar o material extraido e para

aplicagcdo no gel de poliacrilamida. Continha: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de

sodio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 20%.

e Solucdo tampdo para eletroforese em gel (SDS-PAGE): Foi utilizada para a

realizacdo da eletroforese das proteinas extraidas no gel SDS-PAGE. A solucao foi

diluida 1:4. Continha: Trisma base 0,2M, glicina 1,52M, EDTA 7,18M e SDS 0,4%.
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Solugdo tampao para transferéncia: Foi utilizada para a transferéncia das proteinas

separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Continha: Trisma base
25mM, glicina 129mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a eluicao de

proteinas de alto peso molecular. Foi ser estocada a 4°C.

Solu¢do tampao para SDS-PAGE, gel de resolugdo ("resolving"): Foi utilizada para
o preparo do SDS-PAGE, gel de resolu¢do. Continha: EDTA 4 mM, SDS 25% e

trisma base 1,5M. O pH da solugdo foi ajustado para 8,9 com &cido cloridrico.

Solucdo tampao para SDS-PAGE, gel de empilhamento ("stacking"): Foi utilizada

no preparo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas. Continha: EDTA 4
mM, SDS 2% e trisma base 10 mM. O pH foi ajustado para 6,7 com acido fosférico.

Solucdo basal: Solugdo basica foi utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apds transferéncia das proteinas. Continha: cloreto de sédio 0,12 M,

trisma base 0,01 M, Tween 20 0,05%.

Solucdo bloqueadora: Foi utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo

apos a transferéncia. Continha: 5% de leite em p6 desnatado (Molico®) e azida

sddica 0,02% dissolvidas em solucdo basal.

Solu¢do para anticorpos: Solucdo onde foram diluidos os anticorpos especificos.

Continha: 0,3% de soro albumina bovino (BSA) e azida sédica 0,02% diluidos em

solucdo basal.

3.17.2- Extragdo dos tecidos: Apds 8 horas de jejum, os camundongos foram

anestesiados ip, com xilazina (5 a 15ug/Kg de peso corporal) e quetamina (80 a 100 pg/Kg

de peso corporal) e a perda dos reflexos pedal e corneano foram utilizados como controle

da anestesia. A cavidade abdominal foi aberta, e 5,2 pmol no volume de 100 puL/10 g de

insulina (Actrapid, Novo Nordish) ou salina foram injetadas na veia porta. Apos 30 s, o

figado foi removido, imediatamente homogeneizado em tampao especifico e operado em

maxima velocidade por 30 s (Polytron PTA 20 S, modelo PT 1035; Brinkmann

Instruments). Aproximadamente 90 s depois da infusdo de insulina ou salina, fragmentos do

musculo gastrocnémio e da gordura epididimal foram retirados e homogeneizados como
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descrito acima. Em todas as amostras foi adicionado triton X-100 1% e as mesmas
permaneceram no gelo por 40 minutos. O material extraido foi entdo centrifugado na
velocidade de 11000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remover o material insoldvel,
utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte foi utilizada para
determinar a concentracao protéica de cada amostra pelo método colorimétrico de biureto e
outra parte foi utilizada para avaliacdo do extrato total, ou seja, separacdo das proteinas em
SDS-PAGE, com tampao de Laemmli, acrescido de DTT 200 mM, em propor¢ao de 5:1,
mantido sempre a 4°C até o momento de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos. As

técnicas de imunoblotting estdo descritas a seguir.

3.17.3- Immunoblotting ou Westernblotting: Foram aplicados no SDS-PAGE
de 2 mm, 200 pg de proteina por amostra, sendo o gel balizado por marcador de alto peso
molecular comercial, para gel de poliacrilamida, da Bio Rad: PageRuler (Bio Rad). A
eletroforese foi efetuada em cuba de minigel Mini- PROTEAN® II Cell da Bio Rad, com
solucdo tampdao para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE foi inicialmente
submetido a 20 volts, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento
(“stacking”) e 100 volts at¢ o final do gel de resolugdao (“resolving”). A seguir, as
proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para membrana de nitrocelulose,
utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad. Durante a
transferéncia, a cuba foi mantida a 120 volts por 150 minutos. (Towbin et al., 1979). Para
evitar aumento excessivo da temperatura, foram efetuadas trocas sucessivas da forma de
gelo durante a transferéncia. As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas
em solucdo bloqueadora por duas horas a temperatura ambiente, e depois lavadas em
solucdo basal por trés sessdes de dez minutos para subseqiiente incubagdo com anticorpo
especifico. Tal incubacdo foi feita overnight a 4°C por 14-16 horas, sob agita¢do constante
e, novamente, as membranas foram lavadas com soluc@o basal por quatro sessdes de dez
minutos. A seguir, utilizando-se a diluicdo 1:1 dos reagentes do kit comercial Pierce
Western Blot Signal Enhencer (Thermo Scinetific, Illinois, EUA) adicionou-se 2 mL por
membrana e incubou-se 1 a 2 minutos. Apds a incubagdo, foi montado o cassete e as
membranas foram expostas em filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY), usando
intensificador (Cronex Lightning Plus intensifying screens — DuPont, Wilmington, DE). O

filme foi revelado de forma convencional. Uma vez identificadas, as bandas das auto-
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radiografias, a leitura foi feita por densitometria 6ptica (Scion Image, Scion Corporation,
Frederick, MD), quantificando suas dreas. A partir de entdo, foi realizada a andlise dos
dados, comparando o valor obtido no tecido do animal controle com o experimental, de

forma que sempre haja controle dentro de um experimento.

3.18- Dosagem sérica dos niveis de citocinas (TGF-p, IFN-y, IL-1, IL-6, MCP-1,
IL-10, TNF-a e IL-33): As concentracdes foram dosadas pelo método ELISA de captura,
utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para cada citocina e as especificagdes do
fabricante (BD Biosciences, San Diego, CA, Estados Unidos). Nas cavidades da placa de
ELISA (NUNC — “Immuno plate Maxisorp” — 96 wells) foram adicionados 100 uL do
anticorpo monoclonal de captura anti-citocina de camundongo (0,5-4 pg/mL em tampao
fosfato salina-PBS). Ap0s incubagdo “overnight” a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as
cavidades lavadas com tampao de lavagem ( Reagente Set A ou B, BD Bioscience, San
Diego, CA, Estados Unidos). Reacdes inespecificas foram bloqueadas pela adicdo de 200
puL de tampao diluente e incubando-se a temperatura ambiente por 1 h. Apés lavagem, 100
pL dos padrdes (citocina recombinante) e das amostras foram adicionadas as cavidades da
placa e, ap6s incubagdo, a placa foi lavada para adicdo de 100 uL. do anticorpo monoclonal
de detec¢ao marcado em cada cavidade. Apds incubagdo a temperatura ambiente por 1 h, a
placa foi lavada e, a seguir, 100 pL de uma solu¢do de avidina-peroxidase (1:250)
adicionados as cavidades, incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds
lavagem, 100 pL. do substrato (tetrametilbenzidina-TMB e H,0;) foram adicionados e a
placa incubada a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos para o
desenvolvimento da cor. A reacdo foi interrompida adicionando-se 20 uL. de H;PO,4 1M ou
H,SO4 2 N em cada cavidade. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 450 nm. As
concentracdes de citocina presentes nas amostras foram calculadas a partir da curva padrao

e os resultados expressos em pg/mL.
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Delineamento experimental

5 dias antes da dieta Dia Zero 15 dias 30 dias 45 dias 90 dias
Inicio Inicio I I I
CV 50mg/Kg/dia dieta hiperlipidica LTBMC P
eso
Clél;fM Glicemia
 SAS GTTeITT
Dosagens de citocinas no sobrenadante Lipideos séricos

AGLs

Fosforilagdo de IR, IRS e Akt
Dosagem sérica de citocinas

Imunofenotipagem
Apoptose celular

3.19- Andlise Estatistica: Para verificar a ocorréncia de diferencas significativas
entre os grupos estudados foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA). Nos casos em
que houve diferenca significativa, o Teste de Bonferroni foi utilizado para detectar
diferencas existentes entre todos os grupos. Os resultados de blots foram apresentados
como comparacdes diretas de bandas nas radiografias e quantificadas por densitometria
optica. Os graficos apresentam as médias e desvios-padrao dos diferentes grupos. O nivel

de significancia foi p <0,05.
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4- RESULTADOS

4.1- Parametros Imunohematopoéticos

Para a andlise dos parametros imunohematopoéticos foram selecionados os animais
submetidos a 15, 30 e 45 dias de dieta hiperlipidica, pois a capacidade clonogénica das
CTH diminui progeressivamente e significativamente com o avango da idade (Carlo-Stella

et al., 2005, Moresi et al., 2005).

4.1.1- Cultura liquida de longa duracdo de células da medula Ossea

(LTBMC)

4.1.1.1- Crescimento e diferenciacdo de progenitores de

granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) na suspensdo de células ndo-aderentes da LTBMC

Os numeros de CFU-GM no sobrenadante das LTBMCs (5* a 7*
semanas) de animais que receberam dieta normal ou hiperlipidica durante 15, 30 e 45 dias,
tratados ou ndo com CV, estdo representados nas Figuras 4 a 6.

Um pico no nimero de CFU-GM foi observado em todos os grupos
estudados na 5% semana de cultura como conseqiiéncia da repopulagdo. Da 5% a 7° semana
de cultura, a administragdo de CV aos animais normais ndo promoveu alteracdes no nimero
destes progenitores em todos os periodos avaliados. Por outro lado, nos camundongos que
receberam a dieta hiperlipidica, uma reducdo na capacidade do estroma medular em
promover o crescimento e diferenciagdo de CFU-GM foi observada em todas as semanas de
cultura, atingindo valores de CFU-GM em média 1,8 vezes menores em relagdo aos
controles, sendo este efeito revertido a valores proximos a normalidade pelo tratamento

com CV.
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Figura 4- Crescimento e diferenciagdo de progenitores de granuldcitos e macrofdgos
coletados semanalmente no sobrenadante de culturas liquidas de longa duracdo de
células hematopoéticas (LTBMC) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal
ou hiperlipidica. Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris
(CV) durante 5 dias antes do inicio da administracdo da dieta hiperlipidica e
mantido até o 20° dia. A dieta hiperlipidica foi administrada durante 15 dias. Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apdés o ultimo tratamento. O grupo
controle recebeu somente veiculo (dgua). Os resultados representam a média = DP
de 6 frascos de cultura. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. + p < 0,05 em
relac@o ao grupo Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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B- TRINTA DIAS
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Figura 5- Crescimento e diferenciagdo de progenitores de granuldcitos e macrofdgos
coletados semanalmente no sobrenadante de culturas liquidas de longa duracdo de
células hematopoéticas (LTBMC) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal
ou hiperlipidica. Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris
(CV) durante 5 dias antes do inicio da administracdo da dieta hiperlipidica e
mantido até o 35° dia. A dieta hiperlipidica foi administrada durante 30 dias. Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apds o udltimo tratamento. O grupo
controle recebeu somente veiculo (dgua). * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. +
p < 0,05 em relagdo ao grupo Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni.

Resultados

87



C- QUARENTA E CINCO DIAS

450 +
400 - 160 -|
® 350 - w© 140
o o
S 3 300 - s 2 120 -
O~ O~
:-_EZSO- :-EIOO-
S § 200 &5 80
2 8 150 - 278 60-
= 100 - e 40 -
50 - 20 -
0 - 0 -
52 semana 62 semana
120
100 -
m©
1)
S 3 80 -
23
8 60 -
"9
°s
2 S 40 -
L)
£
20 -
0 -
72 semana
M controle @ cV + Dieta Normal M Dieta Hiperlipidica O cv + Dieta Hiperlipidica

Figura 6- Crescimento e diferenciacdo de progenitores de granuldcitos e macrofagos
coletados semanalmente no sobrenadante de culturas liquidas de longa duracdo de
células hematopoéticas (LTBMC) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal
ou hiperlipidica. Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris
(CV) durante 5 dias antes do inicio da administracdo da dieta hiperlipidica e
mantido até o 50° dia. A dieta hiperlipidica foi administrada durante 45 dias. Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apds o udltimo tratamento. O grupo
controle recebeu somente veiculo (dgua). * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. +
p < 0,05 em relacdo ao grupo Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.1.1.2- Viabilidade de células nao-aderentes e aderentes

Os efeitos do tratamento com CV no nimero total de células ndo-
aderentes e aderentes das LTBMC de animais que receberam dieta normal ou hiperlipidica

durante 15, 30 e 45 dias, estao apresentados na Tabela 8.

Como esperado, apds a repopulacao (5* semana) observamos um pico
no nimero de células ndo-aderentes em todos os grupos estudados. Nas 6° e 7* semanas, um
declinio natural progressivo no ndmero destas células foi observado também em todos os
grupos estudados. A administracdo de CV aos animais normais ndo alterou o numero destas
células em todas as semanas de cultura. Entretanto, nos animais que receberam a dieta
hiperlipidica verificamos uma significativa reducdo (p<0,05) no nimero de células nao-
aderentes coletadas entre a 5* a 7° semanas. O tratamento destes animais com CV reverteu

estes nimeros atingindo valores semelhantes aos dos controles.

Em relagdo ao nimero de células aderentes, embora uma tendéncia a
diminui¢do seja observada nas culturas dos animais que receberam dieta hiperlipidica, ndao
verificamos diferengas significativas em todos os grupos estudados (Tabela 8). Portanto,
este resultado sugere que o nimero reduzido de CFU-GM observado in vitro pode estar
relacionado a alguma alteracdo na capacidade funcional do estroma em manter o

crescimento e diferenciacio dos precursores hematopoéticos.
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Tabela 8- Numero de células ndo-aderentes e aderentes (células vidveis x 105/mL) das
culturas liquidas de longa duracdo de células de medula 6ssea (LTBMCs) de
camundongos Balb/C sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal

ou hiperlipidica.

CELULAS CELULAS
NAO-ADERENTES ADERENTES

5% sem 6% sem 7% sem 7% sem

LTBMC C 39.10° 15.10° 9.10° 4.10°
15d Ccv 35.10° 12.10° 10.10° 5.10°
DH* 24.10°* 5.10°* 5.107* 3.10°

CV+DH 40.10° 11.10° 10.10° 4.10°

LTBMC C 23.10° 11.10° 5.10° 5.10°
30d Ccv 28.10° 10.10° 5.10° 4.10°
DH* 15.10%* 8.10%* 3.107* 4.10°

CV+DH 20.10° 11.10° 5.10° 5.10°

LTBMC C 69.10° 16.10° 11.10° 5.10°
45d Ccv 65.10° 20.10° 10.10° 4.10°
DH* 43.107* 19.10°* 4.10%* 2.10°

CV+DH 60.10° 50.10° 8.10° 3.10°

Legenda: C: controle, CV: Chlorella vulgaris e dieta normal, DH dieta hiperlipidica, CV + DH: Chlorella
vulgaris e dieta hiperlipidica.. O inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio
da administragdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultidneo de CV e
dieta hiperlipidica por 15 dias, 30 dias e 45 dias. Os camundongos foram sacrificados 24 horas apds o dltimo
tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua). Os valores representam a média de 6 animais
por grupo. *p<0,05 comparado ao controle. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.1.1.3- Formacio de estroma medular em LTBMC

A Figura 7 demonstra o aspecto morfolégico das LTBMC de animais
que receberam dieta normal ou hiperlipidica na 4* e 7* semanas de cultura. A andlise
microscopica das culturas dos grupos controles mostrou estromas densos e confluentes apds
4 semanas de incubacdo (Figura 11 A-B, E-F). Por outro lado, o grupo que recebeu a dieta
hiperlipidica apresentou estroma medular menos denso e pouco confluente (Figura 11 C e
G), quando foi administrado CV a este grupo os estromas mantiveram-se densos e

confluentes (Figura 11 D e H).

4% semana

7* semana

Figura 7- Aspecto microscépico da LTBMC de camundongos Balb/C sem tratamento ou
tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. A (grupo Controle), B
(grupo CV + Dieta Normal), C (grupo Dieta Hiperlipidica) e D (grupo CV + Dieta
Hiperlipidica) na 4* semana de cultura. E (grupo Controle), F (grupo CV + Dieta
Normal), G (grupo Dieta Hiperlipidica) e H (grupo CV + Dieta Hiperlipidica) na 7*
semana de cultura. Aumento de 20x.
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4.1.1.4- Produgao de citocinas (IL-1a e IL-6) no sobrenadante de
LTBMC

Os efeitos do tratamento com CV nos niveis de citocinas (IL-1o e IL-
6) no sobrenadante das LTBMC de animais que receberam dieta normal ou hiperlipidica
durante 15, 30 e 45 dias, estdo apresentados na Figura 8. A administracdo da CV e dieta

hiperlipidica produziram alteracOes significativas nos niveis de IL-1ca e IL-6.

Desde a 4* semana de cultura, observamos um declinio gradativo nos
niveis de IL-lo em todos os grupos avaliados. Os animais que receberam a dieta
hiperlipidica apresentaram diminui¢do significativa na sintese dessa citocina quando
comparado ao controle (p<0,05). Por outro lado, a administracdo de CV a esses animais

preveniu tal reducdo (Figura 8 A, C, E).

Como esperado, na 5* semana de cultura observamos um aumento
(p<0,05) nos niveis de IL-6, seguido de decréscimo gradual em todos os grupos estudados.
A dieta hiperlipidica levou a uma reducao significativa na sintese dessa citocina em relacao
ao controle (p<0,05). Por outro lado, a administracdo de CV a esses animais preveniu tal

reducdo (Figura 8 B, D, F).

Tais achados confirmam os resultados observados nos nimeros de
CFU-GM obtidos da suspensdo de células ndo-aderentes da LTBMC. Portanto, a CV foi
capaz de manter o balanco dos estimulos positivos e negativos que controlam a

mielopoiese.
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Figura 8- Niveis de interleucina (IL)-1a e IL-6 no sobrenadante das culturas liquidas de
longa duracdo de células de medula 6ssea (LTBMC) de camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio do
tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administraciao
da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV
e dieta hiperlipidica durante 15 dias (A-B), 30 dias (C-D) e 45 dias (E-F). Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apds o dltimo tratamento. O grupo controle
recebeu somente veiculo (dgua). Os valores representam a média de 6 frascos de
cultura. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. + p < 0,05 em relagdo ao grupo
Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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4.1.2- Cultura Clonal de precursores hematopoéticos

Os efeitos da administracdo da CV sobre o nimero de CFU-GM da medula
O0ssea e bago de camundongos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica estdo
representados nas figuras 9 a 11, de acordo com os diferentes periodos de administracdo de

dieta hiperlipidica (15, 30 e 45 dias).

Em todos os periodos avaliados, os animais normais tratados com CV ndo
apresentaram diferenca significativa nos valores de CFU-GM da medula dssea e do baco
em relacio aos ndo-tratados. A administracdo da dieta hiperlipidica promoveu, nos
diferentes periodos, uma reducio significativa no nimero de CFU-GM da medula 6ssea
com subsequente aumento no nimero de CFU-GM no baco. O tratamento com CV
restaurou a resposta hematopoética medular e extramedular nestes animais, sendo que este
efeito ja foi observado desde o inicio do tratamento, na avaliacdo de 15 dias, e se manteve

durante todo o periodo do estudo.
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4.1.2.1- QUINZE DIAS
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Figura 9- Numero de progenitores granuldcito-macrofiagos (CFU-GM) da medula 6ssea
(A) e do baco (B) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal ou hiperlipidica.
Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) durante 5
dias antes do inicio da administra¢do da dieta hiperlipidica (DH) e mantido até o 20°
dia. A DH foi administrada durante 15 dias. Os camundongos foram sacrificados 24
horas apds o dltimo tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua).
Os resultados representam a média £ DP de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacdo
ao grupo controle. + p < 0,05 comparando grupos CV e dieta hiperlipidica. # p <
0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta hiperlipidica. ANOVA;
Teste de Bonferroni.
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4.1.2.2- TRINTA DIAS

CFU-GM/Fémur 103

30 dias de DH

*+ B

=R
o N
1 1

CFU-GM/Bago 107

o N B OO
1

30 dias de DH

B Controle m CV+Dieta normal B Dieta Hiperlipidica = CV+Dieta Hiperlipidica

Figura 10- Nimero de progenitores granulécito-macrofagos (CFU-GM) da medula éssea
(A) e do bago (B) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal ou hiperlipidica.
Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) durante 5
dias antes do inicio da administracio da dieta hiperlipidica (DH) e mantido até o 35°
dia. A DH foi administrada durante 30 dias. Os camundongos foram sacrificados 24
horas apds o ultimo tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua). Os
resultados representam a média £ DP de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle. + p < 0,05 comparando grupos CV e dieta hiperlipidica. # p < 0,05
comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta hiperlipidica. ANOVA; Teste de
Bonferroni.
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4.1.2.3- QUARENTA E CINCO DIAS
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Figura 11- Nimero de progenitores granulécito-macrofdgos (CFU-GM) da medula déssea
(A) e do baco (B) de camundongos Balb/C recebendo dieta normal ou hiperlipidica.
Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) durante 5
dias antes do inicio da administra¢do da dieta hiperlipidica (DH) e mantido até o 50°
dia. A DH foi administrada durante 45 dias. Os camundongos foram sacrificados 24
horas ap6és o dltimo tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua).
Os resultados representam a média + DP de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacdo
ao grupo controle. + p < 0,05 comparando grupos CV e dieta hiperlipidica. # p <
0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta hiperlipidica. ANOVA;
Teste de Bonferroni.
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4.1.3-Avaliacao da atividade estimuladora de coldnias do soro (CSA)

A presenca de CSA no soro dos animais normais e tratados com dieta
hiperlipidica, que receberam ou nido CV, estd demonstrada na Figura 12. Nos trés grupos
avaliados, as alteracdes observadas nos niveis de CSA forma mantidas constantes durante o
estudo. A administracdo de CV aumentou em duas vezes esta atividade no animal normal.
Importante observar que este efeito da alga ocorreu na auséncia de hematopoese
extramedular, da mesma forma que ocorre no animal normal ndo-tratado. A administragao
da dieta hiperlipidica aumentou os niveis de CSA (p<0,05) para valores 2,5 vezes maiores
do que o controle nao-tratado. O tratamento com CV dos animais que receberam a dieta
hiperlipidica produziu um aumento de duas vezes adicionais (p<0,05) nos niveis de CSA

em todos os periodos estudados.
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Figura 12- Atividade estimuladora de colonias (CSA) nas amostras de soro (pool) de
camundongos Balb/C recebendo dieta normal ou hiperlipidica e ndo tratados ou
tratados por 5 dias prévios com 50mg/Kg/dia de CV. Os resultados refletem o efeito
do tratamento simultineo de CV e dieta hiperlipidica por 15, 30 e 45 dias. Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apds o ultimo tratamento. O grupo controle
recebeu somente veiculo (4gua). Os valores representam a média de 6 animais por
grupo. *p<0,05 comparado ao controle; #p<0,05 comparando os grupos Dieta
Hiperlipidica e CV/Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV
Chlorella vulgaris).
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Baseado nos resultados obtidos na cultura clonal de precursores hematopoéticos
(item 4.1.2) e na LTBMC (item 4.1.1) foi selecionado o grupo de 30 dias de dieta
hiperlipidica para avaliacdo da ntiimero de CTH, progenitores, linhagens de celulas maduras

e morte celular na medula 6ssea de animais que receberam dieta normal ou hiperlipidica.
4.1.4- Imunofenotipagem de células hematopoéticas da medula dssea

4.1.4.1- Células progenitoras hematopoéticas primitivas (CTH) da

medula 6ssea

Os efeitos da administragdo da CV sobre o nimero de CTH da medula 6ssea

de camundongos que receberam dieta normal ou hiperlipidica estdo representados na Figura
13.

Todos os grupos estudados nio apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os diferentes grupos e/ou tratamentos. Portanto, a administracao da CV,
independente do tipo de dieta (normal ou hiperlipidica), ndo influenciou o nimero de CTH

na medula dssea.
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Figura 13- Porcentagem de células progenitoras hematopoéticas primitivas (CTH) da
medula dssea coletada de camundongos Balb/C sem tratamento ou tratados com CV e
recebendo dieta normal ou hiperlipidica. Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia
de Chlorella vulgaris (CV) durante 5 dias antes do inicio da administracdo da dieta
hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV e dieta
hiperlipidica durante 30 dias. Os camundongos foram sacrificados 24 horas apds o
ultimo tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua). Os resultados
representam a média = DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. Nao houve
diferenga significativa entre os diferentes grupos. ANOVA; Teste de Bonferroni.
Fenétipo: CD90'Lin Sca-1*c-kit"
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4.1.4.2- Células progenitoras hematopoéticas: granuldécito-monocitico

(GMP), miel6ide comum (CMP) e eritréide/megacariocitico (MEP) da medula dssea

Os efeitos da administracdo da CV sobre o nimero de células progenitoras
hematopoéticas (GMP, CMP, MEP) da medula 6ssea de camundongos que receberam dieta

normal ou hiperlipidica estdo representados na Figura 14.

A administracdo de CV aos animais em dieta normal ndo apresentaram
diferenga significativa no nimero dos diferentes progenitores (GMP, CMP, MEP) da
medula d6ssea em relagdo aos controles. A dieta hiperlipidica promoveu uma redugdo
significativa somente no nimero de GMP da medula 6ssea em relagdo ao controle. A CV

foi capaz de restaurar o nimero desses progenitores nestes animais.
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Figura 14- Porcentagem de progenitores: granulécito-monocitico (GMP), mieléide comum
(CMP) e eritréide/megacariocitico (MEP) da medula 6ssea coletada de camundongos
Balb/C sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou
hiperlipidica. Os animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV)
durante 5 dias antes do inicio da administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados
refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV e dieta hiperlipidica durante 30
dias. Os camundongos foram sacrificados 24 horas apés o ultimo tratamento. O grupo
controle recebeu somente veiculo (4gua). Os resultados representam a média £ DP e
representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle. #
p < 0,05 em relacdo ao grupo CV+Dieta Normal. + p < 0,05 em relacdo ao grupo
Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. Fenétipos: GMP (Lin IL7R c-
Kit*Sca-1'CD34*CD16"¢"); CMP (Lin IL7R c-Kit*Sca-1CD34*CD16'"); MEP (Lin’
IL7R c-Kit"Sca-1"CD34 CD16"%).
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4.1.4.3- Células hematopoéticas maduras: granulécitos (GRA),

macréfagos (MACRO), eritrécitos (ERITRO) e linfécitos (LINFO) da medula éssea

Os efeitos da administracaio da CV sobre o numero de células
hematopoéticas maduras (GRA, MACRO, ERITRO, LINFO) da medula éssea de
camundongos que receberam dieta normal ou hiperlipidica estdo representados na Figura

15.

Os animais em dieta normal, mesmo recebendo CV, ndo apresentaram
diferenca significativa no nimero dos diferentes tipos celulares (GRA, MACRO, ERITRO,
LINFO) da medula 6ssea. A dieta hiperlipidica promoveu um aumento significativo
somente no nimero de GRA da medula dssea em relacdo ao controle. A CV foi capaz de

restaurar o namero dessas c€lulas nestes animais.
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Figura 15- Porcentagem de granulécitos (GRA), macréfagos (MACRO), eritrocitos
(ERITRO) e linfécitos (LINFO) da medula éssea coletada de camundongos Balb/C
sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. Os
animais foram tratados com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) durante 5 dias
antes do inicio da administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o
efeito do tratamento simultdneo de CV e dieta hiperlipidica durante 30 dias. Os
camundongos foram sacrificados 24 horas apds o udltimo tratamento. O grupo
controle recebeu somente veiculo (dgua). Os resultados representam a média + DP
de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle. ANOVA; Teste de
Bonferroni. Fenétipos: GRA (Gr1*CD11b"); MACRO (F4/80°CD11b"); ERITRO
(TER119°CD11b); LINFO (CD3'B220%). Valores absolutos apresentaram
estatistica semelhante.
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4.1.5- Determinacdo da morte celular em células hematopoéticas da medula

Ossea

Como esperado, todos os grupos estudados apresentaram valores dentro do
limite fisiolégico de apoptose (médximo 10%). Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os diferentes grupos e/ou tratamentos (Tabela 9). A
administracdo de CV tanto dos animais em dieta normal como daqueles que receberam a
dieta hiperlipidica apresentou, embora ndo significativa, uma tendéncia a porcentagem
menores de apoptose. Importante observar que este efeito da alga nos camundongos em
dieta normal ndo alterou a hematopoese medular, sugerindo uma capacidade

imunomoduladora da CV.

Tabela 9— Média e desvio padrdo da porcentagem de morte e viabilidade celular na medula
Ossea de camundongos Balb/C sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta
normal ou hiperlipidica (n=6) utilizando anexina V e 7 AAD.

Dieta CV+Dieta
Controle CV+Dieta Normal  Hiperlipidica Hiperlipidica
Apoptose Inicial
(%) 2,30+ 1,41 1,07 £ 0,35 2,53+1,79 1,27 £ 1,27
Apoptose Avangada
(%) 1,47 £ 0,53 0,80 £ 0,44 0,97 £0,67 0,37 £0,38
Células Inviaveis
(%) 4,97 +4,32 8,10 +£2,43 10,13 £ 1,88* 9,63 +342
Células Vidveis
(%) 90,77 £2,74 90,83 +£2,76 87,33 + 1,29 89,10 + 4,69

Legenda: O inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administragdo da
dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV e dieta hiperlipidica por
30 e 90 dias. Os resultados representam a média + DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. Nao
houve diferenca significativa em nenhum dos grupos e/ou tratamento.* p < 0,05 em relagdo ao grupo Dieta
Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2- Parametros metabdlicos e via de sinalizacao de insulina

Baseado no ganho de peso e periodo para desenvolvimento de resisténcia a insulina,
os animais submetidos a 90 dias de dieta hiperlipidica foram selecionados para a andlise

dos parametros metabdlicos e via de sinaliza¢ao de insulina.
4.2.1- Determinagao da massa corporal

Quanto ao peso dos animais, todos os grupos sofreram ganho natural de
massa de corporal, decorrente da duracdo do experimento (Figura 16). Os animais que
receberam dieta hiperlipidica durante 90 dias, mesmo recebendo o tratamento com CV,
apresentaram pesos significativamente aumentados quando comparados aos controles
tratados e ndo tratados com CV (p < 0,05). Estes resultados demonstram que, no presente
contexto, o tratamento com CV ndo conseguiu prevenir o aumento de peso produzido pela

dieta.
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Figura 16- Peso (A), ganho de peso (B) e peso semanal (C) dos camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio
do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. O peso reflete o efeito do tratamento
simultaneo de CV e dieta hiperlipidica por 90 dias. Os resultados representam a
média = DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relagcdo aos
controles. ANOVA; Teste de Bonferroni (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.2- Dosagem sérica dos niveis da glicose

A média e desvio padrao (DP) da glicemia estdo apresentados na Figura 17.
A administracdo da dieta hiperlipidica por 90 dias levou a um aumento significativo (p <
0,05) na glicemia, comparado aos animais em dieta normal tratados ou ndo com CV. Por
outro lado, os camundongos tratados com CV e que receberam a dieta hiperlipidica

apresentaram uma diminui¢do parcial, mas significativa, nos valores de glicemia (p<0,05).

Glicemia (mg/dL)

o
<
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Figura 17- Glicemia (mg/dL) dos camundongos Balb/C sem tratamento ou tratados com
CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio do tratamento com
50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. A glicemia reflete o efeito do tratamento
simultdneo de CV e dieta hiperlipidica por 90 dias. O grupo controle recebeu
somente veiculo (dgua). * p < 0,05 glicemia em relacdo ao controle. # p < 0,05

comparando  grupos Dieta  Hiperlipidica e CV/Dieta  Hiperlipidica.
ANOVA/Bonferroni.
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4.2.3- Testes de tolerancia a glicose (GTT) e tolerancia a insulina (ITT)

Os animais que receberam dieta hiperlipidica e foram tratados com CV
apresentaram valores significativamente (p<0,05) menores de glicemia nos dois testes
realizados, GTT e ITT (Figura 18). Tais resultados sugerem que a administracdo da alga

aumenta a sensibilidade a insulina nestes animais.
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Figura 18- Alteracdes na glicemia através dos Testes de Tolerancia a Glicose (GTT — A e
AUC - B) e de Tolerancia a insulina (ITT — C e kITT - D) em camundongos Balb/C
sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O
inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de Chlorella vulgaris (CV) ocorreu 5 dias
prévios ao inicio da administragdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o
efeito do tratamento simultaneo de CV e dieta hiperlipidica por 90 dias. O grupo
controle recebeu somente veiculo (dgua). # p < 0,05 glicemia comparada entre o
grupo Dieta Hiperlipidica e CV+Dieta Hiperlipidica. ANOV A/Bonferroni.

Resultados

109



4.2.4- Dosagem sérica dos niveis de colesterol total e fracdes

As dosagens séricas dos niveis de colesterol total e suas fracOes de animais
que receberam dieta normal ou hiperlipidica durante 90 dias, tratados ou ndao com CV, estio

representados na Figura 19 (A-D).

Os animais em dieta normal, mesmo quando tratados com CV, mantiveram
os niveis de colesterol e suas fracdes dentro dos limites de normalidade. Por outro lado, a
administracio da dieta hiperlipidica promoveu aumento em média de 2 vezes dos niveis de
colesterol total e suas fracdes, exceto HDL, quando comparados aos controles (p<0,05). Por

outro lado, o tratamento com CV foi capaz de normalizar esses niveis.
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Figura 19- Niveis séricos de colesterol total (A) e fragdes (B-D) (mg/mL) de camundongos
Balb/C sem tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou
hiperlipidica. O inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios
ao inicio da administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do
tratamento simultdneo de CV e dieta hiperlipidica por 90 dias. Os resultados
representam a média = DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05
em relacdo aos controles. # p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e
CV/dieta hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.5- Dosagem sérica dos niveis de triglicerideos

A média e desvio padrdo (DP) dos niveis séricos de triglicerideos estdo
apresentados na Figura 20. Os animais em dieta normal, mesmo quando tratados com CV,
mantiveram os niveis de triglicerideos dentro dos limites de normalidade. A administraciao
da dieta hiperlipidica levou a um aumento significativo (p < 0,05), em média 2 vezes, nos
valores de triglicerideos em relagdo aos controles, sendo que o tratamento com CV foi

capaz de normalizar esses resultados.
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Figura 20- Niveis séricos de triglicerideos (mg/mL) de camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio
do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento
simultaneo de CV e dieta hiperlipidica durante 90 dias. Os resultados representam a
média + DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacio aos
controles. # p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta
hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris).
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4.1.6- Dosagem sérica dos niveis de dcidos graxos livres

A média e desvio padrio (DP) dos niveis séricos de AGLs estdo
apresentados na Figura 21. Os animais em dieta normal, mesmo quando tratados com CV,
mantiveram os niveis de AGLs dentro dos limites de normalidade. A administra¢do da dieta
hiperlipidica levou a um aumento significativo (p < 0,05), em média 4 vezes, nos valores de
AGLs em relacdo aos controles, sendo que o tratamento com CV foi capaz de reduzir

parcialmente esses resultados.
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Figura 21- Niveis séricos de 4cidos graxos livres (mEq/L) de camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio
do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento
simultaneo de CV e dieta hiperlipidica durante 90 dias. Os resultados representam a
média = DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relagdo aos
controles. # p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta
hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.7- Dosagem sérica dos niveis de corpos cetonicos

A média e desvio padrao (DP) dos niveis séricos de corpos cetdnicos estao
apresentados na Figura 22. Os animais em dieta normal, mesmo quando tratados com CV,
mantiveram os niveis de corpos cetonicos dentro dos limites de normalidade. A
administracao da dieta hiperlipidica levou a um aumento significativo (p < 0,05), em média
4 vezes, nos valores de corpos cetonicos em relacdo aos controles, sendo que o tratamento

com CV foi capaz de reduzir parcialmente esses resultados.
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Figura 22- Niveis séricos de corpos cetdnicos (mM) de camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio
do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento
simultaneo de CV e dieta hiperlipidica durante 90 dias. Os resultados representam a
média + DP e representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacio aos
controles. # p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta
hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.8- Dosagem sérica dos niveis de leptina

A média e desvio padrio (DP) dos niveis séricos de leptina estdo
apresentados na Figura 23. A administracio de CV aos animais em dieta normal nio
promoveu alteragdes nos niveis séricos de leptina. Por outro lado, os camundongos que
receberam a dieta hiperlipidica, independente do tratamento com CV, apresentaram niveis
significativamente superiores, atingindo valores em média 15 vezes maiores em relacio aos

controles. Tais resultados demonstram que, no presente contexto, a CV ndo preveniu a

hiperleptinemia.
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Figura 23- Niveis séricos de leptina (ng/mL) de camundongos Balb/C sem tratamento ou
tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio do tratamento
com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administracdo da dieta
hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV e
dieta hiperlipidica por 90 dias. Os resultados representam a média + DP e
representam o nimero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relagdo aos controles.
ANOVA; Teste de Tukey. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.9- Dosagem sérica dos niveis de insulina

A média e desvio padrao (DP) dos niveis séricos de insulina estdo
apresentados na Figura 24. A administracio de CV aos animais em dieta normal nio
promoveu alteracdes nos niveis séricos de insulina. Por outro lado, os camundongos que
receberam a dieta hiperlipidica, independente do tratamento com CV, apresentaram niveis
significativamente superiores, atingindo valores em média 3 vezes maiores em relagdo aos

controles. Tais resultados demonstram que, no presente contexto, a CV ndo preveniu a

hiperinsulinemia.
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Figura 24- Niveis séricos de insulina (ng/mL) de camundongos Balb/C sem tratamento ou
tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. O inicio do tratamento
com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administracdo da dieta
hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultineo de CV e
dieta hiperlipidica por 90 dias. Os resultados representam a média + DP e
representam o numero de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relagdo aos controles.
ANOVA; Teste de Tukey. (CV Chlorella vulgaris).
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4.2.10- Expressao das proteinas totais e fosforiladas (IRB, IRS-1 e Akt)
envolvidas na sinalizacdo da insulina no figado, musculo gastrocnémio e gordura

epididimal

Como esperado, no figado, misculo e tecido adiposo de animais que
receberam a dieta hiperlipidica, os niveis de fosforilagdo em tirosina do IRf3 e se substrato
(IRS-1) e em serina de Akt foram significativamente reduzidos quando comparados aos
controles. Por outro lado, os camundongos tratados com CV apresentaram maior
fosforilagdo dessas proteinas em todos os tecidos estudados quando comparados aos
animais ndo tratados. Além disso, o tratamento de CV foi capaz de prevenir a fosforilacao

em serina 307 do IRS-1 nos tecidos analisados (Figuras 25 e 26).

Em conjunto, estes resultados mostram que o tratamento com CV foi capaz

de prevenir o desenvolvimento da resisténcia a insulina induzido pela dieta hiperlipidica.
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Figura 25- Efeitos da administra¢do de CV na sinalizacdo de insulina do figado, musculo e
tecido adiposo de camundongos Balb/C recebendo dieta normal ou hiperlipidica.
O inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da
administracdo da dieta hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento
simultineo de CV e dieta hiperlipidica por 90 dias. Blots representativos
demonstram nos tecidos a fosforilacdo em tirosina de IR} (A-C) e IRS-1 (D-F),e a
fosforilacdo em serina 473 de Akt (G-I). Expressao da proteina total. Os resultados
representam a média + DP de 6 animais/grupo. # p < 0,05 em relacdo aos
controles. * p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta
hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris, IR} receptor
de insulina 3, IRS-1 substrato do receptor de insulina-1, IB imunoblot).
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Figura 26- Efeitos da administracio de CV na fosforilagdo em serina 307 do IRS-1 do
figado (A), musculo (B) e tecido adiposo (C) de camundongos Balb/C recebendo
dieta normal ou hiperlipidica. O inicio do tratamento com 50mg/kg/dia de CV
ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administracdo da dieta hiperlipidica. Os
resultados refletem o efeito do tratamento simultidneo de CV e dieta hiperlipidica
por 90 dias. Blots representativos. Expressdo da proteina total. Os resultados
representam a média + DP de 6 animais/grupo. # p < 0,05 em relacdo aos
controles. * p < 0,05 comparando grupos dieta hiperlipidica e CV/dieta
hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni. (CV Chlorella vulgaris, IR[3 receptor
de insulina 3, IRS-1 substrato do receptor de insulina-1, IB imunoblot).
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4.2.11- Dosagem sérica dos niveis de citocinas (TGF-f, IFNy, IL-1, IL-6,
MCP-1, IL-10, TNF-a e IL-33)

A média e desvio padrao (DP) dos niveis séricos de citocinas (TGF-, IFNy,
IL-1, IL-6, MCP-1, IL-10, TNF-a e IL-33) estdo apresentados na Figura 27. A
administracdo de CV aos animais em dieta normal ndo promoveu alteragdes nos niveis
séricos da maioria das citocinas estudadas, exceto o TGF-[3, onde a CV ocasionou aumento
de seus valores em relacdo ao controle (p < 0,05). Como esperado, 0s animais que
receberam a dieta hiperlipidica apresentaram um notdvel aumento dos niveis séricos de
TNF-a, IL-1, IL-6, TGF-B e IFNy em relacdo ao controle (p < 0,05). Por outro lado, a
administracdo de CV manteve os valores de IL-1 e TNF-a dentro da normalidade (p <
0,05), enquanto os valores de TGF-f e IL-6 foram parcialmente reduzidos (p < 0,05). Em
relacdo aos valores de MCP-1 e IL-33, ni3o houve diferenca significativa entre os grupos
estudados. Contudo, uma considerdvel diminuicdo dos niveis séricos de IL-10 foi
observada nos camundongos que receberam a dieta hiperlipidica (p < 0,05), sendo que a

administracdo de CV a esses animais manteve seus valores dentro da normalidade.
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Figura 27- Niveis séricos de citocinas de camundongos Balb/C sem tratamento ou tratados
com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica. TGF-B (A), IFN-y (B), IL-1 (C),
IL-6 (D), MCP-1 (E), IL-10 (F), TNF-a (G) e IL-33 (H). O inicio do tratamento com
50mg/kg/dia de CV ocorreu 5 dias prévios ao inicio da administracdo da dieta
hiperlipidica. Os resultados refletem o efeito do tratamento simultaneo de CV e dieta
hiperlipidica durante 90 dias. Os camundongos foram sacrificados 24 horas apds o
ultimo tratamento. O grupo controle recebeu somente veiculo (dgua). Os valores
representam a média de 6 frascos de cultura. * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.
+ p < 0,05 em relagdo ao grupo Dieta Hiperlipidica. ANOVA; Teste de Bonferroni.
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5- DISCUSSAO
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5- DISCUSSAO

A prevaléncia global da obesidade e doencas relacionadas estd aumentando. Em
2003, dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) mostravam que 20%
do total de homens e um ter¢co das mulheres apresentavam excesso de peso. A obesidade
estd associada ao desenvolvimento do DM2, alteracdo metabdlica que primeiramente &
caracterizada por resisténcia a insulina e hiperglicemia. Além disso, estes individuos sdao
suscetiveis a problemas cardiovasculares, dislipidemia, apnéia, hepatopatias, nefropatias e
hipertensdo. Estudos t€m identificado a inflamacio e a resisténcia a insulina como pré-
requisitos na patogénese da obesidade (revisado por Hoffler ez al., 2009). Portanto, a busca
por alternativas terapéuticas, tais como ervas (Leite et al., 2011, Chang et al., 2013, Wang
et al., 2013) e algas (Lee et al., 2012) que minimizem tais efeitos e sejam efetivos na
regulacdo dos disturbios observados na obesidade vem recebendo atengdo crescente da
comunidade cientifica (Narayan et al., 2000, Rantes, 2001, Lee e Kim, 2009). Nesse
contexto, a CV, uma alga verde unicelular microscépica de 4dgua doce, surge como
alternativa terap€utica e profildtica. A CV € considerada um alimento completo que
apresenta composi¢do nutricional balanceada composta por nutrientes essenciais para a
manuten¢do da auto-defesa natural do organismo (Hasegawa et al., 2000, Vijayavel et al.,
2007; Rodriguez-Garcia e Guil-Guerrero, 2008, An et al., 2010, Morris et al., 2011). Sua
atividade adaptativa ou modificadora da resposta bioldgica é definida pela capacidade de
reduzir os niveis de hormodnios relacionados com o estresse no organismo. Resultados
produzidos pelo nosso grupo demonstram que em presenca de condi¢Oes adversas, o
hospedeiro que vem recebendo CV € capaz de reagir mais prontamente € com maior vigor
na inducdo de mecanismos essenciais da defesa imunoldgica (Dantas e Queiroz, 1999;
Justo et al., 2001; Queiroz et al., 2002, 2008, 2010, 2011; Souza-Queiroz et al., 2004, 2008,
2013, Ramos et al., 2008 e 2010).

A dieta e os habitos alimentares estdo diretamente associados ao controle e ao
desenvolvimento da obesidade, e neste dltimo caso com o aparecimento do DM2. De
acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (ADA), em pacientes diabéticos,
carboidratos e gorduras monoinsaturadas juntos devem perfazer 60%-70% da ingestdo

energética (Kelley, 2003). A ingestdo de fibras € imprescindivel pelos efeitos benéficos que
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apresentam sobre o controle glicémico e lipidico. As proteinas devem perfazer 15 a 20% da
necessidade didria. No diabetes ndo-controlado hd uma necessidade de maior ingestdao
protéica compensatéria na produgdo energética, o que pode promover perda de peso e
melhora no perfil glicEmico. Por outro lado, a ingestdo de gorduras deve ser bastante
controlada e composta preferencialmente por lipideos saturados e poliinsaturados, nao
ultrapassando 10% da necessidade didria (ADA, 2004). Entre os 4cidos poliinsaturados, o
O0mega-3 (»-3) destaca-se pelo seu efeito benéfico no tratamento da hipertrigliceridemia em
pacientes com DM2. Neste contexto, a CV apresenta composicdo bastante adequada sendo
rica em proteinas e fibras e apresentando baixo teor de lipideos, destacando—se a presenca
de 6mega-3. Segundo as andlises realizadas, a CV utilizada neste estudo demonstrou uma
proporc¢ao ideal de acidos graxos poliinsaturados, isto €, a relagdo entre -6 € -3 € 1,34:1

(Simopoulos, 2002).

Em estudos bioquimicos realizados por Tanaka e colaboradores (1986) nao foram
detectados lipideos nas andlises realizadas com a CV. Por outro lado, estudos com a
Chlorella pyrenoidosa demonstraram a presenca de fracdes fosfolipidicas e glicolipidicas
(Sano et. al., 1988) e de acidos graxos (Radmann e Costa, 2008) na composicao desta
espécie. Além disso, andlises da CV mostraram concentracdes similares de proteinas e
lipidios, corroborando nossos achados (Lee et al., 2008, Lee e Kim, 2009, Jeong e Kim,
2009). De acordo com a literatura, a CV contém grande quantidade de beta caroteno,
vitaminas (E, A, B, By, Bg) e dcido félico. Sua composi¢cdo mineral contém célcio,
magnésio, zinco, cobre, manganés, ferro, iodo, fésforo, potdssio, cobalto e selénio
(Baianovo e Turbachev, 1981, Lee et al., 2008, Lee e Kim, 2009, Jeong e Kim, 2009),
sendo que muitos destacam-se como catalisadores enzimaticos e hormonais (Georgievskii
et al., 1982). Resultados semelhantes foram encontrados em nossas andlises, sendo
importante salientar a auséncia de metais pesados, como chumbo, merctrio, aluminio, entre
outros. Tal fato poderia ser explicado pela forma de cultivo da alga, o qual é realizado em
tanques especificos com 4dgua doce, constantemente controlado. Muitos dos componentes
da CV apresentam capacidade antioxidante, como a vitaminas E (Hasegawa et al., 1995,
Shibata et al, 2001), o que poderia explicar tal capacidade da alga. Além disso, o ferro é

nutriente importante na hematopoese, principalmente na sintese de hemoglobina
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(Hoffbrand et al., 2006). Outro aspecto interessante é a presenca de aminodcidos,
importantes na sintese protéica e funcdes bioldgicas especificas (Lehninger et al., 1998).
Portanto, sua composi¢ao nutricional bem equilibrada, incluindo carboidratos, proteinas,
acidos nucléicos, aminodcidos essenciais, dcidos graxos essenciais (®-3 € ®-6), vitaminas,
fibras alimentares e antioxidantes faz desta alga uma opcdo alimentar interessante na
recuperagdo da saide (Vijayavel et al., 2007, Rodriguez-Garcia e Guil-Guerrero, 2008,
Panahi et al., 2012).

Alimentac¢do hipercaldrica e rica em lipideos é um dos fatores mais importantes que
leva a obesidade (Carneiro, 2005). Sabe-se que camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica palatdvel mostram, a partir de trés semanas, um aumento na quantidade de
tecido adiposo, com tendéncias a alteracdes no perfil lipidico e nas etapas iniciais da
sinalizacdo da insulina (Estadella et al., 2004). Estudos demonstram que o consumo de
dietas ricas em gordura saturada promove resisténcia hipotaldmica aos hormonios
anorexigénicos, a leptina e a insulina levando a perda progressiva no balango energético,
resultando em ganho de massa corpdrea (Munzberg et al., 2005, Milanski et al., 2009).
Nossos resultados mostram que os animais tratados com dieta hiperlipidica, mesmo
recebendo o tratamento com CV, apresentaram aumento significativo no peso quando
comparados aos controles tratados e ndo tratados com CV. Tais achados sdo corroborados
por estudos na literatura (Cherng e Kim, 2005, Lee e Kim 2009). Da mesma forma, a CV
ndo foi capaz de reduzir os niveis séricos de leptina nos camundongos que receberam a
dieta hiperlipidica. O aumento dos niveis deste hormonio correlaciona-se com a quantidade
total de tecido adiposo. (Friedman e Hallas, 1998, Frithbeck ef al., 2001). Sendo assim, os
camundongos que receberam a dieta hiperlipidica independente do tratamento com CV
apresentaram o mesmo acimulo de tecido adiposo, o que sugere aumento na sintese de

leptina e conseqiiente aumento na sua concentragdo sérica.

Um dos efeitos mais notaveis da CV na resposta do hospedeiro imunossuprimido
consiste na estimulacdo do pool de células hematopoéticas na medula 6ssea e a ativacao
funcional de leucdcitos maduros. Nesse sentido, estudos do nosso laboratério tém

demonstrado a capacidade da CV reverter a mielossupressdo € a Imunossupressao
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produzidas por diferentes tipos de estresse (Dantas e Queiroz, 1999; Justo et al., 2001;
Queiroz et al., 2002, 2008, 2010, 2011, 2013; Souza-Queiroz et al., 2004 e 2008; Ramos et
al., 2008 e 2010). No presente estudo, uma redugdo significativa no nimero de CFU-GM
da medula 6ssea foi observada nos animais que receberam dieta hiperlipidica, a qual foi
acompanhada da migracdo destas células para o baco. O tratamento com CV restaurou a
resposta hematopoética medular e extramedular nestes animais, sendo que este efeito ja foi
observado desde o inicio do tratamento, na avaliacdo de 15 dias, e se manteve durante todo
o periodo avaliado. E importante mencionar que o tratamento com a alga nio produziu
alteracOes na resposta hematopoética do animal normal. Sabe-se que as células tronco-
hematopoéticas e as células progenitoras podem migrar através da circulagdo para outros
tecidos, como o baco, sendo parte da defesa do organismo, sustentando um segundo nivel
de resposta hematopoética compensatoria (Blouin et al., 1999). Portanto, a redugdo da
atividade hematopoética extramedular nos camundongos que receberam a dieta

hiperlipidica e tratados com CV € resultado dos mecanismos de defesa da alga.

Outro aspecto interessante dos nossos resultados foi a capacidade da CV estimular a
atividade hematopoética do soro (CSA), tanto em animais em dieta normal como naqueles
que receberam a dieta hiperlipidica, corroborando resultados anteriores do nosso
laboratério em outros modelos experimentais (Ramos et al., 2010, Souza-Queiroz et al.,
2008, Queiroz et al., 2008). Nos quatro grupos avaliados, as alteracdes observadas nos
niveis de CSA foram mantidas constantes durante o estudo. A administracio de CV
aumentou em duas vezes a atividade estimuladora do soro no animal normal. E importante
salientar que este efeito foi observado na auséncia de hematopoese extramedular, da mesma
forma que ocorre no animal em dieta normal. Nos camundongos que receberam a dieta
hiperlipidica, ocorreu aumento de duas e meia vezes nos niveis de CSA, comparado com o
controle ndo-tratado. O tratamento com a alga produziu aumento adicional de duas vezes na
atividade estimuladora do soro destes animais. Portanto, o tratamento com CV € capaz de
regular a CSA, tal achado corrobora estudos prévios que mostram aumento dos niveis de
mRNA especifico para GM-CSF pela CV (Hasegawa et al., 1997, 2000, Pariante et al.,
1999). O aumento persistente nos niveis de CSA em condi¢Oes adversas relaciona-se a uma

tentativa em manter adequada a proliferacdo, diferenciagdo e funcdo de granuldcitos e

Discussao

126



macréfagos (Jin et al., 2002). Dessa forma, a administracdo de CV contribui para reverter o

impacto destas condicdes no pool de células progenitoras.

A avaliagdo dos efeitos da CV sobre a interacdo entre as células estromais e as CTH
da medula 6ssea demonstraram reducao na formacao de CFU-GM a partir das células nao-
aderentes das culturas de longa duracdo da medula déssea, assim como ndmero total das
células nao-aderentes, nos animais que receberam dieta hiperlipidica, sendo este efeito
revertido pelo tratamento com a alga. Por outro lado, a dieta hiperlipidica ndo alterou o
nimero de células aderentes nas LTBMCs, sugerindo que a reducdo do ndimero de CFU-
GM in vitro pode estar relacionada a uma falha na habilidade funcional e na producio dos
fatores reguladores pelo estroma medular. Estes resultados demonstram que o tratamento
com CV foi capaz de manter o balanco dos estimulos positivos e negativos que controlam a
mielopoiese. Além disso, a apoptose das células da medula 6ssea ndo foi significativamente
diferente entre os diversos grupos estudados, permanecendo dentro dos valores fisioldgicos
(Renehan et al., 2001, Elmore, 2007), sugerindo que a reduc¢do do nimero de CFU-GM
poderia estar relacionada a uma diminui¢do na sintese de citocinas hematopoéticas e nao a
um aumento da morte celular. Confirmando essa hipdtese, o nimero de CTH nao
demonstrou diferenca estatistica entre os grupos avaliados. Por outro lado, os animais que
receberam a DH apresentaram diminuicio no numero de progenitores granuldcito-
mondcitico (GMP) na medula éssea, a administracdo de CV reverteu tal alteragao,
corroborando achados no CFU-GM observada in vitro. Em contrapartida, quando foi
verificado o numero de células hematopoéticas maduras, os mesmos camundongos
demonstraram valores elevados de granuldcitos (GRA) em relacdo ao controle. Sabe-se que
em condicdes adversas os Orgdos hematopoéticos possuem capacidade de aumentar a
producdo e maturacdo celular (Li et al., 2000), portanto outros progenitores
hematopoéticos, como o progenitor mieléide comum (CMP), submetidos aos estimulos
adequados (Marx et al., 1998; Miyan et al., 1998; Elenkov et al., 1999), poderiam originar
células, dentre elas os GRA (Hoffbrand et al., 1998). Nossos resultados demonstraram que
a atividade moduladora hematopoética da alga estd relacionada a sua capacidade de induzir
a producdo de citocinas biologicamente ativas, como observado pelo aumento nos niveis de

IL-1 e IL-6 no sobrenadante da LTBMC. Tais achados corroboram trabalhos anteriores do
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nosso laboratério (Queiroz et al., 2003 e 2008, Souza-Queiroz et al., 2008, Ramos et al.,
2010). Portanto, a IL-1 e IL-6 apresentam acdo sinérgica com fatores estimuladores

hematopoéticos (Eaves et al., 1991).

Outro aspecto interessante da CV € a sua capacidade de regular os parametros
metabdlicos, entre eles os niveis séricos de colesterol total e glicose (Rodriguez-Lopez e
Lépez-Quejada, 1971, Cherng e Shih, 2005 e 2006, Mizoguchi et al., 2008, Lee e Kim,
2009). Nossos achados demonstraram que a administracio da dieta hiperlipidica levou a um
aumento significativo na glicemia, comparado ao controle. O tratamento com CV aumentou
a sensibilidade a insulina nos animais que receberam a dieta hiperlipidica, produzindo uma
reducgdo parcial significativa nos niveis de glicemia. Estudos anteriores relataram que uma
espécie diferente do género Chlorella, a Chlorella pyrenoidosa (CP), tem potencial
hipoglicémico (Rodrigues-Lopez e Loépez-Quijada, 1971, Jong-Yuh e Mei-Fen, 2005,
Jeong et al., 2009, Senthilkumar et al., 2012). Nossos resultados mostram que a CV foi
capaz de evitar a hiperglicemia em camundongos obesos. Além disso, estudo envolvendo a
Chlorella sorokiniana demonstrou que esta alga foi capaz de provocar ativacdo dupla de
receptores do peroxissomo proliferador-ativado (PPAR a/y). Estd bem estabelecido que
essa dupla ativacido induz uma melhoria na glicose e niveis de insulina, bem como reduz a
hiperlipidemia (Chou ez al., 2008). Além disso, alguns estudos t€m sugerido que CV induz
um aumento na expressdo do GLUT-4, permitindo um influxo de glicose no figado e
musculos (Lee e Kim, 2009). Em conjunto, estes achados nos levam a concluir de que a CV

tem um efeito hipoglicémico.

Além da hiperglicemia, os animais que receberam a DH apresentaram um notavel
aumento nos niveis de insulina (Cherng, e Shih, 2006, Mehran et al., 2012). Ao contrario
dos niveis de glicose, a administracdo de CV ndo alterou os niveis de insulina nos
camundongos que receberam dieta hiperlipidica. Nossos resultados corroboram estudos
anteriores que CP e CV ndo interferem na secrecdo de insulina (Rodriguez-Lopez e Lopez-
Quijada, 1971, Cherng e Shih, 2006, Jeong et al., 2009). Dando suporte a esses achados,
estudos mostraram a relagdo entre a CP e glibenclamida (sulfoniluréia hipoglicemiante,
conhecida por estimular a secrecdo de insulina), nos quais a alga ndo causou alteracdes nos

niveis de insulina, sugerindo que a CV parece influenciar a glicemia por um mecanismo
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diferente daquele usado pela glibenclamida (Jong-Yuh e Mei-Fen, 2005) Embora a
administracio de CV ndo tenha impedido o desenvolvimento de hiperinsulinemia,
observamos uma melhoria na tolerancia a glicose e a insulina, durante o GTT e ITT e,

provdvel melhoria da sinalizag¢@o da insulina nos camundongos que receberam a DH.

A resisténcia a insulina € o principal ponto de interseccdo entre a obesidade, o DM2
e suas complicacdes (Shoelson er al., 2006). E bem estabelecida sua associacdo com
redugdo na fosforilacao de IR, IRS-1 e Akt nos tecidos-alvo desse hormonio (Saltiel e
Kahn, 2001, Saltiel e Pessin, 2002, Boura-Halfon e Zick, 2009). Pela primeira vez, nossos
resultados demonstraram a influéncia da administracdo de CV na via de sinalizacdo da
insulina, pelo aumento dos niveis de fosforilacdo de proteinas, tais como IR, IRS-1 e Akt
no figado, musculo esquelético e tecido adiposo. Paralelamente, também se observou
baixos niveis de fosforilagdo de IRS-1°""7. Além disso, nossos dados ajudam a explicar o
aumento dos niveis de GLUT-4, demonstrado por Lee e Kim (2009), ou seja, a melhoria na
via de sinalizacdo da insulina pode ser responsdvel pelo aumento da translocacdo de
GLUT-4 e, por conseguinte, o influxo de glicose no figado e musculo. Portanto, estes dados
suportam a idéia que a CV atua aumentando a sensibilidade a insulina dos tecidos-alvo

principais e, conseqiientemente, impede o efeito deletério sobre a sinalizagdo de insulina

induzida pela dieta rica em gordura.

Uma complexa rede de eventos estd envolvida na fisiopatologia do desenvolvimento
da resisténcia a insulina, entre elas a sintese de citocinas pré-inflamatdrias (Saltiel e Kahn,
2001, Shoelson et al., 2006, Boden, 2011). Nossos resultados demonstraram que tais
citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a, TGF- e IFNy) apresentaram-se significativamente elevadas
nos camundongos que receberam a DH, confirmando a presenca de inflamacdo subclinica
nesses animais. Por outro lado, a administragdo de CV a esse grupo, ocasionou uma
reducgdo significativa dos niveis séricos dessas citocinas. Em relacao a IL-10, citocina anti-
inflamatéria que encontra-se diminuida em obesos (revisado por Charles et al., 2011),
como esperado, os camundongos que receberam a DH apresentaram diminuicdo dos niveis
dessa citocina, sendo que a administragdo de CV preveniu tal alteracdo. A IL-10 esta

relacionada ao aumento de sensibilidade a insulina (Blither er al., 2005), embora o
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mecanismo de acdo ndo esteja totalmente elucidado (Charles et al., 2011), sugere-se que
esta citocina pode prevenir a resisténcia a insulina induzida pelo TNF-a (Lumeng et al.,
2007). Outra citocina envolvida na fisiopatologia da obesidade € a proteina quimiotatica
para macréfago (MCP-1), quimiocina responsdvel pelo aumento da infiltragdo de
macréfagos no tecido adiposo (Brunn et al., 2005) o que agrava o processo inflamatorio.
No entanto, nossos dados ndo apresentaram diferengas estatisticas entre o0s grupos
estudados. Resultados semelhantes foram encontrados com os niveis séricos de IL-33, nos
quais ndo foram verificados diferenca significativa entre os grupos. Em conjunto, tais
achados mostram que o uso de CV diminui a inflamacdo observada na obesidade,

confirmando seu carater anti-inflamatoério.

A resisténcia a insulina é freqiientemente correlacionada com dislipidemia (Saltiel e
Pessin, 2002), caracterizada por aumento de triglicerideos e colesterol (Howard et al.,
2003). A administracdo de CV foi capaz de manter os niveis de triglicérides e colesterol
total sob valores fisiolégicos nos animais obesos. O mesmo foi observado para fracdes de
colesterol, exceto HDL. Da mesma forma, a concentracdo de AGLs foi mantida em niveis
fisiolégicos apds a administracdo de CV nos camundongos que receberam a DH. Esses
dados sdo consistentes com estudos anteriores, nos quais a administragdo de CV ndo so
diminuiu a absor¢cdo e promoveu a excre¢do de gordura intestinal, como reduziu a sintese
de AGLs (Okudo et al. 1975, Sano et al., 1988,Chovaneikova e Simek, 2001, Shibata et al.,
2001, Cherng e Shih, 2006, Lee et al., 2008). As caracteristicas nutricionais da CV, seu teor
de fibras soluveis em dgua, podem promover a excrecdo de gordura intestinal (Kay, 1991).
Além disso, a CV contém &cidos graxos poliinsaturados, como o ®-3, que demonstrou
exercer efeitos anti-inflamatérios e melhorar a sensibilidade a insulina, bem como
regulacdo dos genes implicados no transporte de glicose e a sinalizacdo da insulina no

tecido adiposo e no figado (Gonzalez-Periz et al., 2009).

Nos quadros de DM descompensado, as células ndo sdo mais capazes de utilizar a
glicose como fonte de energia, uma das alternativas € utilizar o estoque de gordura, para tal,
porém, a longo prazo leva ao acimulo de corpos cetdnicos, conseqiiente cetoacidose,

agravando o quadro clinico (Guyton e Hall, 2011). Nesse sentido, a adminstracdo de CV foi
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capaz de prevenir o aumento dos niveis séricos de corpos cetdnicos em animais obesos.

Portanto, a CV impediu os efeitos deletérios induzidos pela DH em camundongos obesos.

As atividades protetoras da CV foram demonstradas em muitas doencas, incluindo
infeccdes (Tanaka et al., 1986, Dantas e Queiroz, 1999, Hasegawa et al., 1994, 1997, 2000,
Queiroz et al., 2003), tumores (Konishi et al., 1985, Tanaka et al., 1998, Justo et al., 2001,
Ramos et al., 2010) e toxicidade por exposi¢do a metais (Singh et al., 2004, Queiroz et al.,
2008), todas associadas a sua atividade anti-inflamatéria e antioxidante. Com base em
nossos resultados, sugerimos que a capacidade de manter o AGLs em niveis fisiolégicos é
um dos mecanismos possiveis para a melhoria da sensibilidade a insulina induzida pela CV.
Além disso, a CV modulou o processo inflamatério, diminuindo a sintese de citocinas pro-
inflamatérias bloqueando a ativacdo de vias inflamatérias. E, finalmente, a CV pode
também diminuir o estresse oxidativo aumentando os niveis de antioxidantes enddgenos,
como a catalase (Aizzat et al., 2010) e, consequentemente aumentando a sensibilidade a
insulina. No entanto, mais estudos sdo necessdrios para avaliar precisamente quais 0s

mecanismos de prevencdo da resisténcia a insulina pela CV em animais obesos.

Dessa forma, podemos concluir que a CV possui importante papel modulador nos
parametros hematopoéticos, metabdlicos, bem como na sinalizacdo da insulina em animais
que receberam dieta hiperlipidica. Independente dos mecanismos envolvidos, a
administracdo de CV protegeu estes animais da redugdo no numero de CFU-GM ao mesmo
tempo em que preveniu a hematopoese extramedular. Além disso, a administragdo da CV
aumentou a fosforilacdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo insulinica, melhorando
expressivamente a sensibilidade a insulina no figado, musculo e tecido adiposo. A
recuperagdo da acdo da insulina nestes camundongos reflete em melhora na tolerancia a
glicose e queda na glicemia nos mesmos. Sendo assim, a alga Chlorella vulgaris surge
como uma promissora alternativa terapéutica e/ou complementar no tratamento da

obesidade e suas complicacdes.
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6- CONCLUSAO

A administragdo de CV foi capaz de modulador os parametros hematopoéticos,
metabodlicos, bem como a sinalizacdo da insulina em animais que receberam dieta
hiperlipidica. Sendo assim, a alga Chlorella vulgaris surge como uma promissora

alternativa terapéutica e/ou complementar no tratamento da obesidade e suas complicacdes.
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ANEXO1

Tabela 10— Quantificacdo e valores nutricionais das substancias componentes da dieta
normal e hiperlipidica.

RACAO NORMAL DIETA
(g/Kg) Kcal/Kg HIPERLIPIDICA Kcal/Kg
(g/Kg)
Amido de milho (QSP) 397.,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco _ _ 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 _ 50 _
Mistura/Minerais 35 _ 35 _
Mistura/Vitaminas 10 _ 10 _
L-cistina 3 _ 3 _
Colina 2,5 _ 2,5 _
Total 1000 3948 1000 5358
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ANEXO II
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Figura 28- Definicdo do gate para determinar a presenca de apoptose inicial e tardia, e
viabilidade de células (Lin FLK cKit") da medula 6ssea de camundongos Balb/C sem
tratamento ou tratados com CV e recebendo dieta normal ou hiperlipidica.
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ANEXO III
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentacio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1987-1, sobre "Efeito modulador da Chlorella

vulgaris sobre a hematopoese e sinalizacdo da insulina em animais obesos",

sob a responsabilidade de Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz / Juliana

Falcato Vecina, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissédo de Etica na Experimentagdo Animal —
CEEA/Unicamp em 05 de outubro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1987-1, entitled "Modulation by Chlorella vulgaris

of hematopoiesis and insulin_signaling in obese animals", is in agreement

with the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the
institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on October 5, 2009.

ampinas, 04 de julho de 2011.
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_/Profa. Dra. Ana’Maria A. Guaraldo Fatima Alohso
Presidente Secretaria Executiva
CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6353
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXO IV

Participagdes em eventos cientificos com apresentacao de poster referente ao projeto

realizado:

- Participacdo na IV Semana da Pesquisa da FCM realizada em maio de 2010
em Campinas na forma de poster: “Atividade moduladora da alga Chlorella
vulgaris sobre a hematopoese e a produgdo de citocinas de animais expostos ao

chumbo”.

- Participacdo no 29° congresso Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia —
Enddcrino 2010 — realizado de 04 a 07 de setembro de 2010 em Gramado-RS na
qualidade de ouvinte e na apresentacdo sob forma de poster: “Efeitos da alga
Chlorella vulgaris sobre a glicemia e mielossupressdo observada em animais

obesos”.

- Participacdo na V Semana da Pesquisa da FCM realizada de 09 a 12 de maio
de 2011 em Campinas na forma de pdster: “Chlorella vulgaris prevents insulin

resistance in mice fed with high-fat diet”.

- Participacdo na V Semana da Pesquisa da FCM realizada de 09 a 12 de maio
de 2011 em Campinas na forma de poster: “Efeitos da alga Chlorella vulgaris

sobre a glicemia e mielossupressdo observada em animais obesos”.

- Participacdo no XV Congresso Brasileiro de Obesidade e Sindrome
Metabodlica (CBOSM) realizado de 30 de maio a 01 de junho de 2013 em Curitiba
na forma de poster: “Chlorella vulgaris previne a resisténcia a insulina em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica” e “Chlorella vulgaris previne a
mielossupressdo observada em animais submetidos a diferentes periodos de dieta

hiperlipidica”.
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- Participagdo no ENDO 2013 (The Endocrino Society’s 95" Annual Meeting
& Expo) realizado de 15 a 18 de junho de 2013 em San Francisco (CA — EUA) na
forma de poster: “Chlorella vulgaris improves insulin signaling in tissues of diet-

induced obesity mice”.

- Participagdo do Prémio Pemberton Coca-Cola com o trabalho intitulado:
“Chlorella vulgaris previne a resisténcia insulina induzida por dieta hiperlipidica

em camundongos”.
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ANEXO V

Carta de Submissao do artigo (07 de junho de 2013):

Dear Dr. Julina Falcato Vecina,

| am writing to let you know that your Research Article titled "Chlorella vulgaris prevents high-fat diet-induced
insulin resistance in mice," by Julina Falcato Vecina, Alexandre Gabarra Oliveira, Tiago Gomes Araujo, Sueli
Regina Baggio, Mario Jose Abdalla Saad and Mary Luci de Souza Queiroz has been submitted to Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine by Mary Luci de Souza Queiroz and it has been assigned the
manuscript number 375791.

You will be receiving a copy of all the correspondences regarding this manuscript. However, only the
submitting author will be able to upload any revisions to the Manuscript Tracking System.

In order to view the status of your manuscript, we have created an account for you in the journal's Manuscript
Tracking System at http://mts.hindawi.com/, which you may access after resetting your password using the link
below:

http://mts.hindawi.com/reset.password/8b8ae518-3078-445f-a3e9-74aceef72c91/

Please feel free to contact me with any inquiries you may have.
Best regards,

Doaa Salah

Editorial Office

Hindawi Publishing Corporation
http://www.hindawi.com
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ANEXO VI

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

RELATORIO DE ENSAIO N2: CQ 2590/2013

MATERIAL: Chlorella ( LOTE: EI848/"7035JP )

INTERESSADO: Mary Luci de Souza Queiroz

ENDEREGO: Rua Carlos Chagas, 480 - Hemocentro - Campinas - SP

DATA DE RECEBIMENTO DA AMOSTRA: 10/04/2013

DATA DA EMISSAO DO RELATORIO: 02/05/2013

NATUREZA DA(S) ANALISE(S): FisICO-QUIMICA

RESPONSAVEL(EIS):E. S. B. Parra, M. G. da Silva, P. R. N. Carvalho, A. S. de Souza, M. T. B. Pacheco, V. S.
N. Silva, M. A. Morgano

1. METODO(S)

Triptofano
MA-CQ.098 baseado em: 3
SPIES, J.R. Determination of tryptophan in proteins. Analytical Ghemists, v.39, p.1412-1415, 1967.

Vitamina B6 - Piridoxina

MA-CQ.038 baseado em:

HORWITZ, W.; LATIMER JR., GEORGE W. (Ed.). Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists. 18th ed. 2005. Current Through Revision 3, 2010. Gaithersburg, Maryland: AOAC, 2010.
chapter 45, met. 961.15, p. 67-69.

GREGORY, J.F.; KIRK, J.R. Assessment of stocage effects on vitamin B6 stability and bioavailability in
dehydrated food systems. Journal of Food Science, Chicago, v. 43, p. 1801-09, 1978.

Beta-caroteno

MA-CQ.325 baseado em: ; ;

CARVALHO, P.R.N.; COLLINS, C.A.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Comparison of provitamin A determination by
normal-phase gravity-flow column chromatography and reversed phase high performance liquid chromatography.
Chromatographia, Wiesbaden, v. 33, p. 133-37, 1892.

Vitamina E

MA-CQ.034 baseado em:

BRUBACHER, G.; MULLER-MULOT,W.; SOUTHGATE, D.A.T. Methods for the determination of vitamins in food -
recommended by COST 91. New York: Elsevier, 1985. p.97-106.

Vitamina B1 - Tiamina s

MA-CQ.036 baseado em:

HORWITZ, W.; LATIMER JR., GEORGE W. (Ed.). Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists. 18th ed. 2005. Current Through Revision 3, 2010. Gaithersburg, Maryland: AOAC, 2010.
chapter 45, met. 942.23, p. 11-13.

VAN DE WEERDHOF, T.; WIERSUN, M.L.; REISSENWEBWEBER, H.. Application of liquid chromatography in
food analysis. Journal Chromatography, Amsterdam, v. 83, p. 455-60, 1973.

Vitamina B2 - Riboflavina
MA-CQ.037 baseado em:

1/4 ﬂl‘

CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

Av. Brasil, 2880 « CEP 13.070-178 » Campinas/SP « Brasil
Tel. 19 3743-1781/1810/1786 * Fax 19 3242-4585

email: ccqa@ital.sp.gov.br

http:/ /www.ital.sp.gov.br
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Carotendides totais expressos como beta-caroteno
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CARVALHO, P.R.N.; COLLINS, C.A.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Comparison of provitamin A determination by
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Fibra alimentar insoltvel
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Acido ascérbico

MA-CQ.087 baseado em:

ARAKAWA, N.; OTSUKA, M.; KURATA, T.; INAGKI, C. Separative determination of ascorbic acid and erythorbic
acid by high-performance liquid chromatography. Journal Nutritional Science Vitaminology, Japan, v. 27, p. 1-7,
1981.

Aminodcidos totais

MA-CQ. 324 baseado em:

WHITE, J. A; HART, R. J.; FRY, J. C. An evaluation of the waters Pico-Tag System for the aminoacids analysis of
food materials. Journal of Automatic Chemistry 8(4): 170-177, Oct-Dec., 1986

HAGEN, S.R.; FROST, B.; AUGUSTIN, J. Pre-column Phenylisothiocyanate derivatization and
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Sodio, Zinco
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