UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS

Vera LUcia Lacerda Medeiros

Efeitos da suplementacdo com Chlorella vulgaris sobre a obesidade
materna e o desenvolvimento da prole adulta alimentada com dieta
hiperglicidica

Montes Claros — Minas Gerais
2022



Vera LUcia Lacerda Medeiros

Efeitos da suplementacédo com Chlorella vulgaris sobre a obesidade materna e o
desenvolvimento da prole adulta alimentada com dieta hiperglicidica

Dissertacdo para o Mestrado Académico apresentada
ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias em Saude
(PPGCS) da Universidade Estadual de Montes Claros
(Unimontes), como parte das exigéncias para a obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Area de Concentracfo: -Mecanismos e Aspectos Clinicos

das Doengasl

Qrientador(a): Prof. Dr. Jodo Marcus Oliveira Andrade

Montes Claros — Minas Gerais
2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS - UNIMONTES

Reitor: Anténio Alvimar Souza

Vice-reitora: llva Ruas Abreu

Pro-reitora de Pesquisa: Clarice Diniz Alvarenga Corsato

Coordenadoria de Acompanhamento de Projetos: Virgilio Mesquita Gomes
Coordenadoria de Iniciacdo Cientifica: Sdnia Ribeiro Arrudas

Coordenadoria de Inovacdo Tecnoldgica: Sara Gongalves Antunes de Souza
Pro-reitor de Pos-graduacdo: André Luiz Sena Guimarées

Coordenadoria de Pds-graduacdo Lato-sensu: Marcos Flavio Silveira Vasconcelos
D’ Angelo

Coordenadoria de Pos-graduacéo Stricto-sensu: Marcelo Perim Baldo

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Coordenadora: Cristina Andrade Sampaio

Coordenador Adjunto: Renato Sobral Monteiro Junior



M488e

Medeiros , Vera Lcia Lacerda.

Efeitos da suplementacdo com Chlorella vulgaris sobre a obesidade materna e
0 desenvolvimento da prole adulta alimentada com dieta hiperglicidica.
[manuscrito] / Vera Lucia Lacerda Medeiros — Montes Claros, 2022.

46 f. 1 il.

Inclui Bibliografia.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de Montes Claros -
Unimontes, Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude/PPGCS, 2022.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Marcus Oliveira Andrade.

1. Chlorella vulgaris - Dieta. 2. Algas como alimento. 3. Gravidez - Aspectos
nutricionais. 4. Obesidade em mulheres. 5. Criancas - Aspectos nutricionais. |I.
Andrade, Jodo Marcus Oliveira. 1l. Universidade Estadual de Montes Claros. I11.
Titulo.

Catalogacéo Biblioteca Central Professor Anténio Jorge




13/09/2022 16:58 SEI/GOVMG - 51752399 - Anexo

GOVERNO DO ESTADO DE MINAS GERAIS

Universidade Estadual de Montes Claros

s
u I‘I I I‘I‘Io I‘Ifes Mestrado e Doutorado em Ciéncias da Saude

Universidode Estodual de Montes Claros

Anexo n° Folha Aprovacio - Vera Lucia - Dissertacio/UNIMONTES/PRPG/PPGCS/2022
PROCESSO N2 2310.01.0010191/2022-97

Folha Aprovacao

DATA DA DEFESA: 30/08/2022 as 08:00 - webconferéncia, via plataforma Google Meet

NOME DO(A) DISCENTE: VERA LUCIA LACERDA MEDEIROS

( x ) Mestrado Académico em Ciéncia Da Saude

() Doutorado Académico em Ciéncias Da Saude

TITULO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO (TCC):

"EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM CHLORELLA VULGARIS SOBRE A OBESIDADE

MATERNA E O DESENVOLVIMENTO DA PROLE ADULTA ALIMENTADA COM DIETA
HIPERGLICIDICA"

AREA DE CONCENTRACAO: Mecanismos e aspectos clinicos das doengas
LINHA DE PESQUISA: Etiopatogenia e Fisiopatologia das Doengas
BANCA (TITULARES)

Prof. Dr. Jodo Marcus Oliveira Andrade ORIENTADOR (participacdo a distancia por
videoconferéncia)

Prof. Dr. Luiz Fernando de Rezende (participagdo a distancia por
videoconferéncia)

Prof. Dr. Rogério Estevam Farias (participagdo a distancia por
videoconferéncia)

BANCA (SUPLENTES)

Prof*. Dr*. Marise Fagundes Silveira

Prof®. Dr". Alessandra Rejane Ericsson de Oliveira

A andlise realizada pelos membros examinadores da presente defesa publica de TCC teve como resultado
parecer de:

[ x ] APROVACAO [ ] REPROVACAO

https://www.sei.mg.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=59298109&infra...  1/2



13/09/2022 16:58 SEI/GOVMG - 51752399 - Anexo

— -
eil Documento assinado eletronicamente por Jodo Marcus Oliveira Andrade, Professor(a), em
- - fily 31/08/2022, as 21:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

assinatura

| eletrénica Decreto n247.222, de 26 de julho de 2017.

Documento assinado eletronicamente por Luiz Fernando de Rezende, Professor de Educagao

—
r
sep 0 . \ rando ¢ >
* 5] | Superior, em 06/09/2022, as 10:51, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,

assinatura

| eletrénica § 19, do Decreto n2 47.222, de 26 de julho de 2017.

— =
1
_ﬁﬁ!ﬂ, L‘lly as 10:11, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n?

| eletrénica 47.222, de 26 de julho de 2017.
L " A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
;f-':' http://sei.mg.gov.br/sei/controlador_externo.php?

2 '1'"""-'-':||Z' e o cédigo CRC B2DCDAFB.

-, acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o codigo verificador 51752399

Documento assinado eletronicamente por Rogerio Estevam Farias, Usuario Externo, em 09/09/2022,

Referéncia: Processo n? 2310.01.0010191/2022-97 SEI n2 51752399

https://www.sei.mg.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=59298109&infra...

2/2


https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=DEC&num=47222&comp=&ano=2017
https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=DEC&num=47222&comp=&ano=2017
https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=DEC&num=47222&comp=&ano=2017
http://sei.mg.gov.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

A Deus, pela virtude de cada dia fazer-me mais forte para
seguir nos meus propésitos, porém, nenhuma conquista
havera sem Ele...Ele sabe. Eterna gratid&o.

As minhas queridas e amadas filhas, Fernanda e Cecilia
que em todos 0s meus passos sempre estdo do meu lado,
uma corrente com elos que ndo se rompem. Junto a elas,
minha familia, minha mée, exemplo de amor, carinho e
fortaleza, a0 meu pai, que tenho muita saudade e que me
deixou um grande aprendizado, e a0os meus irmaos,
Menacles e Vénia.

Ao Prof. Dr. Jodo Marcus, meu orientador, minha gratidao
pela direcdo, pelo acolhimento, orientacdo e paciéncia.
Um exemplo a ser seguido.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Unimontes e ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Salde,
juntamente a todos que o comp&em e contribuem para torna-lo exceléncia.
Agradeco aos companheiros e amigos de Curso, pelo trabalho em equipe e o
compartilhamento do conhecimento.

Agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo desse estudo.



RESUMO

A obesidade materna tem apresentado incremento nas taxas de prevaléncia nas ultimas
décadas, especialmente devido mudancgas de estilo de vida, como sedentarismo e dietas
hipercaléricas. Tem associacdo com desfechos materno-fetais desfavoraveis e pode
impactar no desenvolvimento da prole na vida adulta, predispondo a obesidade, diabetes
e doengas cardiovasculares. O estilo alimentar no periodo pré-gestacional, gravidico e
lactario pode resultar em efeitos metabolicos para a mée e para a prole. Nos ltimos
anos, vem crescendo a utilizacdo de nutracéuticos no contexto da obesidade, assim a
Chlorella vulgaris (CV), uma alga que contém varios nutrientes e compostos
biologicamente ativos, com conhecidos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, que
pode se tornar uma opcdo Util para auxiliar na prevencdo e tratamento da obesidade,
incluindo a materna. Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
os efeitos da suplementacdo de CV em camundongos fémea no periodo gravidico-
lactario sobre parametros corporais, metabdlicos e moleculares materno e da prole
adulta alimentada com dieta hiperglicidica. O estudo foi dividido em duas coortes,
sendo a primeira realizada com 24 camundongos fémea randomizados em trés grupos: i)
grupo controle (DP), ii) grupo alimentado com dieta hiperglicidica (DHG) e iii) grupo
suplementado com CV (DHG+CV) no periodo gravidico-lactario. A segunda coorte
compreendeu 0 acompanhamento das proles advindas dos animais da primeira coorte.
Foram constituidos quatro grupos de animais machos (n=8/grupo), sendo DP/DP,
DP/DHG, DHG/DHG e CV/DHG. Foram mensurados parametros corporais,
bioguimicos e histologicos. Os resultados indicam que, nas mées, a CV foi capaz de
diminuir o peso do tecido adiposo ovariano em relacdo do grupo DHG, no entanto, sem
reducdo do peso e adiposidade corporal. Em relacdo ao perfil glicémico, a CV foi capaz
de melhorar a tolerancia a glicose e diminuir os niveis de glicemia de jejum. Para o
perfil lipidico, foram observadas diferencas para os niveis de colesterol total entre o
grupo DP vs. DHG; para triglicerideos, entre DP vs. DHG e DP vs. CV e para 0s niveis
de LDL-c, as diferencas estatisticas foram encontradas entre DP vs. DHG e DHG vs.
CV. Parametros fetais indicaram menor peso e comprimento ao nascimento nos animais
oriundos de mdes suplementadas com CV. Os resultados da analise de composicao
corporal da prole mostraram menor peso corporal, do tecido adiposo epididimal e da
adiposidade visceral no grupo CV/DHG. Esses achados foram reforcados por menor
tamanho dos adipdcitos brancos. Para o perfil glicémico da prole, ndo se observou
beneficios com a suplementacédo de CV. Em relacédo ao perfil lipidico, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre CV/DHG e os grupos DP/DHG e
DHG/DHG para os niveis de colesterol total. Para niveis de triglicerideos, foram
observadas diferencas entre o grupo DP/DP e os demais alimentados com dieta DHG,
enquanto para LDL-c foram encontradas diferencas entre os grupos DP/DP vs.
DP/DHG e DP/DHG vs. CV/DHG. Em conjunto, esses achados sugerem que a
suplementacdo CV no periodo gravidico-lactario traz beneficios metabdlicos para as
mées e favorece fendtipo metabolico da prole, mesmo esta estando submetida a um
ambiente obesogénico.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris. Obesidade. Obesidade materna. Metabolismo.
Alimento funcional.



ABSTRACT

Maternal obesity has shown an increase in prevalence rates in recent decades, especially
due to lifestyle changes, such as a sedentary lifestyle and hypercaloric diets. It is
associated with adverse maternal-fetal outcomes and can impact the development of
offspring in adult life, predisposing to obesity, diabetes and cardiovascular diseases.
Feeding style in the pre-pregnancy, pregnancy and lactary period can result in metabolic
effects in both mother and offspring. In recent years, the use of nutraceuticals in the
context of obesity has increased, so Chlorella vulgaris (CV) an algae that contains
several nutrients and biologically active compounds, with known antioxidant and anti-
inflammatory effects, may become a useful option supporting prevention and treatment
of obesity, including maternal. Thereby, the present study aims to evaluate the effects of
CV supplementation in pregnant-lactary female mice on body, metabolic and molecular
parameters of maternal and adult offspring fed with a high-glycemic diet. The study was
divided into two cohorts, the first being carried out with 24 female mice randomized
into three groups: i) control group (ST), ii) group fed with a hyperglycemic diet (HGD)
and iii) group supplemented with CV (HGD+CV ) in the pregnancy-lactary period. The
second cohort comprised the follow-up of offspring from the animals of the first cohort.
Four groups of male animals (n=8/group) were constituted, being ST/ST, ST/HGD,
HGD/HGD and CV/HGD. Body, biochemical and histological parameters were
measured. The results indicate that, in mothers, CV was able to decrease ovarian
adipose tissue weight compared to the HGD group, however, without reducing weight
and body adiposity. Regarding the glycemic profile, CV improved glucose tolerance
and decreased fasting glucose levels. For the lipid profile, differences were observed for
total cholesterol levels between the ST group vs. HGD; for triglycerides, between ST
vs. HGD and ST vs. CV and for LDL-c levels, statistical differences were found
between ST vs. HGD and HGD vs. CV. Fetal parameters indicated lower birth weight
and length in animals from mothers supplemented with CV. The offspring's body
composition analysis results showed lower body weight, epididymal adipose tissue and
visceral adiposity in the CV/HGD group. These findings were reinforced by the smaller
size of white adipocytes. For the glycemic profile of the offspring, no benefits were
observed with CV supplementation. Regarding the lipid profile, statistically significant
differences were observed between CV/HGD and the ST/HGD and HGD/HGD groups
for total cholesterol levels. For triglyceride levels, differences were observed between
the ST/ST group and the others fed with a HGD diet, while for LDL-c differences were
found between ST/ST vs. ST/HGD and ST/HGD vs. CV/HGD. Altogether, these
findings suggest that CV supplementation in the pregnancy-lactary period promotes
metabolic benefits to mothers and favors the metabolic phenotype of the offspring, even
when submitted to an obesogenic environment.

Keywords: Chlorella vulgaris. Obesity. Maternal obesity. Metabolism. Functional food.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca epidémica caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura
corporal, resultado de um desbalango energético, sendo geralmente determinada quando o
individuo apresenta indice de Massa Corporal (IMC) maior ou igual a 30 Kg/m? (1). E
responsavel por desencadear outras doencas metabdlicas, entre elas, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial priméria e dislipidemias. Diversos fatores estdo envolvidos na etiologia da
obesidade, como ambientais (especialmente dietas ricas hipercaléricas e sedentarismo),

genéticos, epigenéticos e culturais (2).

Estima-se que em 2016, 1,9 bilhdo dos adultos apresentaram sobrepeso ou obesidade (3),
sendo que até 2030 cerca de 38% da populacdo adulta mundial estara acima do peso e outros
20% serdo obesos (4). No Brasil, a prevaléncia de obesidade aumentou de 11,8% em 2006
para 20,3% em 2019, representando um aumento de 3,8% ao ano (5). Ademais, de 1990 a
2015, houve um aumento relativo de 28,3% na taxa global de morte relacionada ao IMC
elevado, de 41,9 mortes por 100.000 habitantes em 1990 para 53,7 mortes por 100.000
habitantes em 2015 (6). O aumento da prevaléncia da obesidade impacta significativamente
nos servicos de saude, favorecendo o aumento de outras condigdes cronicas, incrementando
gastos com servicos de saude e afetando a cadeia de produtividade, devido aos anos de vida

perdidos e gastos com seguridade social (6-9).

A fisiopatologia da obesidade é complexa e envolve diversos Orgdos e tecidos, sendo o
adiposo branco (TAB), o mais marcadamente afetado. O TAB € responsavel pelo
armazenamento de triacilglicerois (reserva energética), isolamento térmico, protecdo contra
choque mecanicos e, especialmente, pela producéo, liberacdo e acdo (local e sistémica) de
adipocinas que exercem diversos efeitos moleculares (8, 28-30). Mais de 600 adipocinas sdo
secretadas pelo TAB, influenciando a homeostase lipidica e glicémica, modulando o apetite, a
microbiota intestinal, a resposta imunoldgica e estabelecendo forte interacdo com outros
orgaos e tecidos corporais (10-12). Por exemplo, no contexto da obesidade, a disfuncdo do
TAB predispde outras comorbidades, como o diabetes, 0 aumento da resisténcia a insulina, a
doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica, dislipidemias e doencgas cérebro-cardiovasculares,

como acidente vascular encefalico e infarto agudo do miocardio (13-15).
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Em condicbes de eutrofia, o microambiente do tecido adiposo apresenta suficiente
vascularizacdo, sendo um sitio de producdo de citocinas anti-inflamatérias (como IL-4, 1L-10
e IL-13) e, como consequéncia, hospeda uma variedade de células imunes, incluindo
macréfagos M2, células linfoides inatas do tipo 2, células T auxiliares (Th2) e eosinéfilos
produtores de IL-4. Em resposta ao balango energético positivo e consequente
desenvolvimento da obesidade, os adipécitos sofrem hiperplasia e hipertrofia; e, a medida que
0 suprimento vascular se torna limitado, essas células entram em injuria e apoptose. 1sso
libera padrdes moleculares associados a danos (DAMP) no microambiente, que desencadeiam
a infiltracdo e ativacdo de células imunes inatas (por exemplo, células dendriticas, macr6fagos
e granulécitos). Esses efeitos promovem o desenvolvimento de estruturas semelhantes a
coroas (CLS) e respostas imunes tipo 1 (pr6-inflamatorias). Essa resposta inclui acimulo de
citocinas do tipo 1 (por exemplo, TNFo, IFNy, IL-1p e IL-6) e células imunes pro-
inflamatdrias, incluindo varios granulocitos, ceélulas linfoides inatas do tipo 1, células B e
células T CD8+, que perpetuam respostas inflamatorias cronicas. Os macrofagos sao
altamente diversos dentro do tecido adiposo hipertrofico/hiperplasico; aqueles associados a
CLS (CAMo) proliferam e expressam os marcadores de superficie celular CD11c e CD9,
enquanto aqueles que estdo mais distantes (ndo-CAMg) expressam o antigeno linfocitario 6C
(Ly6C). Essas alteracGes inflamatdrias coincidem com fibrose crénica e inflamacgédo vascular,
que se alimentam para sustentar um processo de inflamagcdo continuo, que se mantem
localmente, que libera produtos na corrente sanguinea, interferindo na dindmica de outros

orgaos/tecidos (16), conforme ilustrado na Figura 1.

a Healthy WAT expansion b Unhealthy WAT expansion {\/-
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Figura 1. Comparacao das caracteristicas do tecido adiposo: a) saudavel; b) patoldgico. Retirada de Kusminski,
Bickel e Scherer (17).

A prevaléncia da obesidade aumentou substancialmente entre as mulheres em idade
reprodutiva nas ultimas duas décadas (18). Estimativas sugerem que em 2025 mais de 21%
das mulheres do mundo em idade reprodutiva serdo obesas (3). Além disso, em outro estudo
foi mostrado que cerca de 40 milhGes de gestantes estavam com sobrepeso ou obesidade no
mundo em 2014, com significativo crescimento em paises em desenvolvimento (19). A
obesidade materna esta associada ao maior risco de desenvolvimento de complicacdes
maternas na gravidez (como doenca hipertensiva especifica da gravidez, diabetes gestacional
e parto cesariana), de resultados perinatais adversos (prematuridade, morte fetal/neonatal,
macrossomia) e de alteracbes metabolicas e corporais na prole na fase infantil e adulta,

incluindo a propria obesidade (20-25).

O balango energético positivo, de evolucdo cronica, que proporciona o desenvolvimento da
obesidade, leva ao aumento do armazenamento de triglicerideos e hipertrofia dos adipocitos,
seguido de hiperplasia por adipogénese. O tecido adiposo secreta diversas citocinas e
proteinas com ampla influéncia na funcdo metabdlica e fisiologica de outros érgéos e tecidos.
A obesidade esta, portanto, associada a inflamagdo cronica de baixo grau, importante no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, que parece ser a chave para o desenvolvimento de

diversas complicagdes gestacionais associadas a obesidade (26, 27).

Antes e durante a gravidez, as mulheres com obesidade tém maior resisténcia a insulina do
que as mulheres com peso normal (28). O aumento da resisténcia a insulina em gestantes com
obesidade afeta todo o metabolismo glicidico, lipidico e proteico (29-31). Os mecanismos que
levam a alteracdo da resisténcia a insulina durante a gravidez ndo estdo bem caracterizados,
mas acredita-se que incluam fatores como lactogénio placentario humano, hormdnio de
crescimento placentario e microRNA de origem placentaria; diminuicdo da adiponectina e
aumentos de citocinas  pré-inflamatorias, especialmente TNFa (29, 32-34).
Independentemente da causa, ocorre uma rapida reducdo da resisténcia a insulina alguns dias
apos o parto, sugerindo que a placenta desempenha um papel central no processo (30). Dadas
essas alteracdes inflamatérias e metabdlicas, a obesidade esta associada a uma série de

complicagGes médicas relacionadas a gravidez (Figura 2).
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Figura 2. Gravidez, parto, pés-parto e desfechos maternos de longo prazo associados a obesidade. Retirada de

Creanga et al. (35)

Além das implicacbes imediatas relacionadas ao desenvolvimento de complicacGes na

gravidez, evidéncias crescentes mostram que a obesidade materna é um dos principais

determinantes da salde da prole durante a infancia e vida adulta, influenciando caracteristicas

metabdlicas e cognitivas (25, 36-39). No entanto, 0s mecanismos que relacionam a obesidade

materna a implicacfes no desenvolvimento da prole ainda sd@o pouco conhecidos. Estudos

apoiam que os efeitos da obesidade materna sobre a prole sdo mediados, pelo menos em parte,

por mudancas nos processos epigenéticos, como alteragdes na metilacdo do DNA e talvez por

alteracdes no microbioma intestinal (40-43). Ademais, a obesidade materna pode implicar em

alteracdes placentarias, por decorréncia de aumento da inflamacdo e do estresse oxidativo,

levando a alteracGes morfoldgicas e estruturais desse 0rgdo (25) (Figura 3).
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Figura 3. A interacdo dos efeitos da obesidade materna na placenta e no feto e suas consequéncias para a prole
na vida adulta do ponto de vista epigenéticos. Retirada de Corrales et al. (40).

Tem-se tornado crescente o estudo do papel de nutracéuticos no metabolismo, especialmente
em condi¢des patoldgicas, como a obesidade e o diabetes. Nos ultimos anos, emergiu forte
interesse cientifico sobre a Chlorella vulgaris (CV), uma alga descoberta no século XIX e a
partir dos anos 1950, especialmente na Asia, passou a ser produzida comercialmente e ter suas
propriedades nutricionais e medicinais fortemente conhecidas. Sabe-se que a CV contém
varios nutrientes e compostos biologicamente ativos, sendo os efeitos de sua suplementacao
uma estratégia Util para a prevencéo e controle de diversas condi¢bes patologicas (obesidade,
diabetes, doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica), como evidenciado por diversos estudos

cientificos.

Em estudo de revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados sobre os efeitos da CV em
disturbios metabdlicos relacionados a obesidade foi observado potenciais beneficios da alga
(44). Em outros estudos, a CV associada a um programa de exercicio fisico em mulheres com

sobrepeso/obesidade parece proporcionar diminuicdo da circunferéncia da cintura e melhorar
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parametros lipidicos e trazer relativo beneficio a biogénese mitocondrial (45, 46). Em estudos
com modelos murinos, a CV foi capaz de melhorar a resisténcia a insulina e reduzir a
expressao de marcadores inflamatérios no figado, no contexto da doenca hepética gordurosa
ndo-alcodlica (47-50). Ainda, observam-se importantes beneficios da CV sobre o perfil

lipidico, especialmente sobre os niveis de colesterol total e triglicerideos (51, 52).

Diante da urgente necessidade de conhecimento de estratégias nutracéuticas que ajudem na
prevencdo e no tratamento da obesidade, dos potenciais efeitos da Chlorella vulgaris sobre o
metabolismo corporal e da escassez de estudos que avaliem os efeitos deste composto sobre a
salde materna e da prole, o presente estudo levanta as seguintes questdes norteadoras: a) a
suplementacdo com Chlorella vulgaris no periodo gravidico-lactario em camundongos com
obesidade pode imprimir uma resposta protetora a prole durante sua vida adulta quando
submetida a mesma dieta indutora de obesidade? b) quais os efeitos que a Chlorella vulgaris

exerceria sobre o metabolismo materno?
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2 OBJETIVOS

iv ral:

Avaliar os efeitos da suplementagdo materna com Chlorella vulgaris sobre o metabolismo das

maes e o desenvolvimento da prole submetida & alimentacdo com dieta hiperglicidica.
iV ifi

Avaliar os efeitos da Chlorella vulgaris sobre:

a) composicdo corporal e consumo alimentar das mées e da prole;
b) os perfis lipidico e glicémico das mées e da prole;

c) a morfologia do tecido adiposo branco das mées e da prole;

d) parametros fetais, como nimero de filhos, peso e comprimento ao nascer.
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3 PRODUTOS TECNICO-CIENTIFICOS

Produto 1: Chlorella vulgaris melhora parametros metabdlicos de mées e prole alimentada
com dieta hiperglicidica, submetido ao periddico Archives of Endocrinology and Metabolism
(Qualis Capes na subérea interdisciplinar: B1)
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3.1 Artigo 1

Chlorella vulgaris melhora parametros metaboélicos de maes e prole alimentada

com dieta hiperglicidica

Vera Lcia Lacerda Medeiros?, Jodo Marcus Oliveira Andrade'?

! Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Satude (PPGCS). Universidade Estadual
de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.
2 Departamento de Enfermagem. Universidade Estadual de Montes Claros, Minas

Gerais, Brasil.



18

RESUMO

A obesidade materna e o estilo alimentar no periodo gravidico-lactario podem resultar
em efeitos de longo prazo na salde metabolica da mée e da prole, aumentando o risco
de doengas cardiovasculares, obesidade e diabetes. A Chlorella vulgaris (CV) é uma
alga que contém varios nutrientes e compostos biologicamente ativos, que a fazem
possuir efeitos antioxidantes e antiinflamatdrios. Assim, o presente estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo de CV em camundongos fémea no periodo
gravidico-lactario sobre parametros corporais, metabdlicos e moleculares materno e da
prole adulta alimentada com dieta hiperglicidica. O estudo foi dividido em duas coortes,
sendo a primeira realizada com 24 camundongos fémea randomizados em trés grupos: i)
grupo controle (DP), ii) grupo alimentado com dieta hiperglicidica (DHG) e iii) grupo
suplementado com CV (DHG+CV) no periodo gravidico-lactario. A segunda coorte
compreendeu 0 acompanhamento das proles advindas dos animais da primeira coorte.
Foram constituidos quatros grupos de animais machos (n=8/grupo), sendo DP/DP,
DP/DHG, DHG/DHG e CV/DHG. Foram mensurados parametros corporais,
bioquimicos e histologicos. Nas mées, a CV foi capaz de diminuir a adiposidade
corporal, melhorar a tolerancia a glicose e os niveis de glicose e LDL-c. Na prole,
observou diminuicdo do peso e adiposidade corporal e melhora da tolerancia a glicose,
niveis de glicose, colesterol total e LDL-c. Em conjunto, esses achados sugerem que a
suplementacdo CV no periodo gravidico-lactario traz beneficios metabdlicos para as
mées e favorece fenodtipo metabolico da prole, mesmo esta estando submetida a um
ambiente obesogénico.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris. Obesidade materna. Metabolismo. Prole adulta.
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ABSTRACT

Maternal obesity and diet during a pregnancy-lactary period can result in long-term
effects on the metabolic health of the mother and offspring, increasing the risk of
cardiovascular disease, obesity and diabetes. Chlorella vulgaris (CV) is an algae that
contains several nutrients and biologically active compounds that confer antioxidant and
anti-inflammatory effects. Thus, the present study aims to evaluate the effects of CV
supplementation in pregnant-lactary female mice on the body, metabolic, and molecular
parameters of maternal and adult offspring a fed with hyperglycemic diet. The study
was divided into two cohorts, the first being formed by 24 female mice randomized into
three groups: i) control group (ST), ii) group fed with a hyperglycemic diet (HGD) and
iii) group supplemented with CV (HGD+CV) in the pregnancy-lactary period. The
second cohort comprised the follow-up of offspring from the animals of the first cohort.
Four groups of male animals were constituted (n=8/group), being ST/ST, ST/HGD,
HGD/HGD and CV/HGD. Body, biochemical and histological parameters were
measured. In mothers, CV was able to decrease body adiposity, improve glucose
tolerance and glucose and LDL-c levels. In the offspring, there were a decrease in body
weight and adiposity and an improvement in glucose tolerance, glucose levels, total
cholesterol, and LDL-c. Altogether, these findings suggest that CV supplementation in
the pregnancy-lactary period promotes metabolic benefits to the mothers and favors the
metabolic phenotype of the offspring, even when submitted to an obesogenic
environment.

Keywords: Chlorella vulgaris. Maternal obesity. Metabolism. Adult offspring.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é o disturbio metabdlico mais comum e prevalente em todo o
mundo, sendo importante fator associado a outras comorbidades, como doencas
cardiovasculares e diabetes (1). De acordo com a Organizagdo Mundial da Salde, quase
39% dos adultos com 18 anos ou mais estavam acima do peso em 2016 e 13% eram
obesos (2, 3). A obesidade é uma doenca multifatorial e complexa, sendo caracterizada
pelo acumulo de gordura corporal (4).

A obesidade materna é caracterizada por alteragdes no indice de Massa Corporal
(IMC) pré-gestacional e no ganho de peso gestacional excessivo, sendo influenciada por
diversos fatores ambientais e socioecondmicos (1). Tanto a obesidade materna pré-
gestacional quanto o ganho de peso gestacional excessivo aumentam a transferéncia
placentaria de nutrientes para o feto e afetam o desenvolvimento fetal, estando
associadas a um risco aumentado de aborto espontaneo, diabetes gestacional, natimorto,
pré-eclampsia levando a parto prematuro e cesariana (5-7).

Além das implicacGes relacionadas ao desenvolvimento de complicacGes na
gravidez, estudos mostram a obesidade materna como um dos principais determinantes
da saude da prole. Um ambiente materno obesogénico, pre-gestacional, gestacional e
lactario, aumenta o risco de desenvolvimento de obesidade e doencas cardiometabolicas
na prole na fase adulta (7-9).

Os polifenois dietéticos, metabolicos secundarios encontrados em diversos
alimentos, exibem uma ampla gama de efeitos fisiologicos benéficos a saude, incluindo
efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios. Nos ultimos anos, emergiu forte interesse
cientifico sobre a Chlorella vulgaris (CV), uma alga descoberta no século XIX e que a
partir dos anos 1950, especialmente na Asia, passou a ser produzida comercialmente e

ter suas propriedades nutricionais e medicinais fortemente conhecidas (10, 11).
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Sabe-se que a CV contém varios nutrientes e compostos biologicamente ativos,
sendo os efeitos de sua suplementacdo, uma estratégia Util para a prevencdo e controle
de diversas condigdes patoldgicas, como evidenciado por diversos estudos in vivo,
especialmente devido as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (10-12).
Estudos apontam que a CV pode influenciar o metabolismo lipidico/glicémico e reduzir
0 peso corporal (13-17). Sobre a obesidade materna e efeitos sobre a prole, néo se
conhece os efeitos da CV.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementagéo
materna com CV, durante o periodo gravidico-lactario, e sua influéncia sobre o

metabolismo materno e da prole alimentada com dieta hiperglicidica.

2 MATERIAS E METODO

Desenho do estudo

Consiste em um estudo experimental dividido em duas coortes. A _coorte 1 foi
constituida por 24 camundongos fémea, primiparas, da linhagem Swiss, com seis
semanas de vida divididos em dois grupos, de acordo com o tipo de dieta recebida: i)
dieta padrdo (DP; n=8 animais) e ii) dieta hiperglicidica (DHG; n=16 animais), durante
12 semanas para inducdo da obesidade. ApoOs esse periodo, o grupo DHG foi
subdividido em dois grupos: DHG e DHG + Chlorella vulgaris (DHG+CV) e todos 0s
animais foram acasalados na proporcdo 1 macho / 2 fémeas. Logo apds a identificacdo
do tampdo mucoso vaginal (sinal de presuncdo da prenhez), foi iniciada a
suplementacdo diaria com CV na dose de 500 mg/Kg de animal (Puravida, Brasil), via
gavagem orogastrica, estendendo-se pelo periodo gravidico/lactario, que compreendeu
seis semanas) (Figura 1). Apds o desmame, as proles foram randomizadas em novos

grupos de estudo, constituindo a coorte 2. A_coorte 2 foi realizada com 32
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camundongos machos de quatro semanas de idade, divididos em quatro grupos (n=8
animais/grupo); sendo formado dois grupos a partir do grupo de mées ST, um mantido
com dieta padréo e outro alimentado com dieta hiperglicidica; para as proles originadas
das maes DHG e DHG+CV, ambas foram mantidas apenas com dieta hiperglicidica,
com objetivo de estimular um ambiente dietético obesogénico. O acompanhamento da
prole aconteceu durante 12 semanas.

Os grupos foram mantidos em gaiolas (41x34x18 cm; n=4/5 animais por gaiola),
sob ciclo de luminosidade (claro-escuro) de 12/12 horas (luzes acesas das 7:00 as 19:00)
a 25+2°C, umidade relativa do ar de 60+5%, e baixo nivel sonoro <40 dB, além de livre
acesso a dieta e agua. No experimento foi usada dieta padrdo (grupo DP) composta
65,8% de carboidratos, 3,1% de gorduras e 31,1% de proteinas, contendo 4,0 Kcal/g e
dieta hiperglicidica (DHG) é composta por 45% de leite condensado, 10% de acgucar
refinado e 45% da dieta padrdo; a composicdo de macronutrientes é de 74,2% de
carboidratos, 5,8% de gorduras e 20% de proteinas, contendo 4,4 Kcal/g. a DHG possui
alto teor de carboidratos refinados (primariamente sacarose) quando comparada a dieta
DP; desse modo, tendo importantes propriedades de inducdo de ganho de gordura
corporal e de alteracfes metabolicas (18-20).

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacio e Bem-Estar
Animal (CEEBEA) da Universidade Estadual de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil

(n® 200/2020).

Mensuracdo do peso corporal e do consumo alimentar
O peso corporal e 0 consumo alimentar dos animais foram mensurados duas
vezes por semana, em dias e horarios fixos e previamente definidos (terca-feira e sexta-

feira, as 8:00), usando balanca semi-analitica. Para o peso corporal foram registrados os



23

valores por animal, em gramas, ao longo de todo o tempo do experimento, bem como as
médias por grupo em cada dia de mensura¢do. Em relacdo ao consumo alimentar em
calorias, foi obtida a média por grupo, sendo corrigida pelo peso corporal e pelo
intervalo de dias (consumo alimentar final — consumo alimentar inicial = x; x/animais
por gaiola/nimero de dias = y; y/peso corporal médio do grupo no periodo de

avaliagdo).

Ultrassonografia do tecido adiposo gonadal

As imagens de ultrassonografia da espessura do tecido adiposo gonadal dos
camundongos fémea (maes) foram obtidas na ultima semana da fase de indugédo de
obesidade para comprovar as alteragdes da adiposidade corporal induzida pela dieta
hiperglicidica. Os animais foram anestesiados usando Quetamina (100 mg/Kg) e
Xilazina (30 mg/Kg) (Ceva Santé Animale®, Brazil), via intraperitoneal, e em seguida
submetidos a tricotomizacdo da regido abdominal. Para aquisi¢cdo das imagens, 0S
animais foram posicionados em decubito dorsal, usou-se o aparelho ultrassonografico
GE LOGIQ e com transdutor de alta frequéncia L8-18i (GE Healthcare, EUA). Todas as
imagens foram realizadas no modo de brilho fundamental (modo B), com otimizacéo de
ganho e as configuraces de compensacao de ganho de tempo foram mantidas constante

ao longo do experimento.

Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose e teste de sensibilidade a insulina
O teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipTTG) foi realizado ap6s jejum
noturno de 12 horas, usando injecdo intraperitoneal de glicose hiperténica a 50%
peso/volume (Samtec®, Brasil) na dose de 2g/Kg de peso corporal. Foram obtidas

amostras de sangue periférico através de pequeno corte na porcdo distal da cauda dos
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animais, em um volume estimado em 5-10uL por coleta, nos tempos 0 (basal), 15, 30,
60 e 120 minutos apds a injecdo para mensuracdo dos niveis de glicose, usando
glicosimetro Accu-Chek (Roche Diagnostics®, USA).

O teste intraperitoneal de sensibilidade & insulina (ipTSI) foi realizado pela
manhd, com os animais em estado alimentado. Os animais receberam insulina
100UI/mL (Insulin N®, Novo Nordisk) na dose de 0,75U1/Kg de peso corporal, sendo
mensurados os valores de glicose nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 120 minutos apos a
injecdo. Os procedimentos de coleta e analise dos niveis de glicose foram semelhantes

aos descritos para o ipTTG.

Eutanasia e analise da composicéo corporal

Apos jejum noturno de 12 horas, os animais foram anestesiados usando
Cloridrato de Ketamina 100mg/Kg e Xilazina 30mg/Kg por via intraperitoneal e em
sequida, foram submetidos a eutanasia pela técnica de decapitacdo por guilhotina.
Imediatamente apos o sacrificio, foram obtidas amostras de sangue total e realizadas as
coletas de tecido adiposo branco (epididimal, mesentérico, retroperitoneal e inguinal) e
marrom. O indice de adiposidade corporal (%) foi calculado a partir da féormula: )’ peso
dos tecidos epididimal, mesentérico e retroperitoneal (g)/peso do animal (g) x 100. Os
pesos dos tecidos adiposos inguinal e marrom foram corrigidos pelo peso corporal do

animal em gramas: peso do tecido adiposo (g)/peso do animal (g).

Determinacdo de parametros bioquimicos
O soro foi obtido apos centrifugacdo do sangue total a 3.200 rpm por 10 minutos
e armazenado a -20°C até a realizacdo das analises bioguimicas. Foram avaliados niveis

de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos, glicose e



25

insulina usando kits especificos (In Vitro Diagnostica®, Brasil) e analisados no
aparelho Humastar 200 (In Vitro Diagnostica®, Brasil). Os niveis de lipoproteina de
alta densidade baixa densidade (LDL) foi calculado usada a formula proposta por

Friedewald.

Anélises histoldgicas

Apbs o sacrificio dos animais, um fragmento de tecido adiposo epididimal e um
fragmento do tecido marrom de cada animal foram lavados com solucéo salina e, em
seguida, imersos em solucdo de formol 10% tamponado. Posteriormente, as amostras
foram desidratadas em solucdes de alcool etilico, banhadas em xilol e incluidas em
blocos de parafina. Cortes teciduais de 5 pum de espessura foram obtidos utilizando
micrétomo e corados com hematoxilina & eosina (H&E). A visualizacdo dos cortes e a
captacdo de imagens foram feitas em microscopio FSX100 Inverted Microscope

(Olympus®, Japao).

Anélises estatisticas
Os dados foram expressos em médiaszerro padrdo da media (SEM) e analisados
usando o programa estatisticos GraphPad Prism versdo 7.0, sendo inicialmente
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida,
comparagdes multiplas foram realizadas usando One-way ANOVA teste seguido do
poOs-teste de Turkey. Para as analises dos testes ipGTT e ipIST foi usando o teste Two-
way ANOVA. Consideraram-se significativas as comparac6es que obtiveram valores de

p<0,05.
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3 RESULTADOS

Os resultados mostraram que a dieta hiperglicidica induziu satisfatoriamente a
obesidade, como observado nas Figuras 2A-C. O grupo DHG apresentou maior peso
corporal (DP: 39,57 £ 2,98 vs. DHG: 43,41 + 2,08 - p<0,0001; Figura 2A) e variacdo do
peso corporal entre o inicio e fim do periodo de indugdo de obesidade (DP: 7,45 + 1,69
vs. DHG: 13,17 £+ 1,50- p<0,0001; Figura 2B). Adicionalmente, foi observada maior
espessura do coxim de tecido adiposo ovariano nos animais do grupo DHG (DP: 0,77
0,04 vs. DHG: 0,83 £ 0,03 — p=0,002; Figura 2C). Foi observado maior consumo
alimentar (Kcal/dia/grama de animal) no grupo DHG (DP: 0,66 + 0,09 vs. DHG: 0,95 +
0,34; p=0,0002; Figura 2D).

No periodo gravidico-lactario, os animais suplementados com CV ndo
apresentaram diferencas no peso corporal e na adiposidade corporal total, mas tiveram
diminuicdo da adiposidade corporal (Figuras 3C). No entanto, foi observada diminuicéo
do tecido adiposo ovariano (DP: 0,023 + 0,015; DHG: 0,062 + 0,007; CV: 0,045 +
0,015; p=0,002; Figura 3D). Néo foi observada diferenca estatisticamente significativa
no consumo alimentar no periodo gravidico-lactario (Figura 3E).

O perfil glicémico dos animais da primeira coorte mostrou melhora da tolerancia
a glicose (Figura 4A) e menores niveis de glicose de jejum (DP: 96,67 + 9,15; DHG:
119,20 + 8,0; CV: 105,0 + 5,55; p=0,0005; Figura 4B) para os animais do grupo CV em
relacdo aqueles DHG. Para a sensibilidade insulinica e niveis de insulina, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (Figuras 4C-D). Para o perfil
lipidico, foram observadas diferencas para os niveis de colesterol total entre o grupo DP
vs. DHG (DP: 170,8 + 18,58; DHG: 200,7 + 8,0; CV: 182,2 + 10,8; p=0,0049; Figura
5A); para triglicerideos, entre DP vs. DHG e DP vs. CV (DP: 64,17 + 5,41; DHG: 77,33

+ 8,71; CV: 77,83 £ 8,08; p=0,0101; Figura 5B) e para os niveis de LDL-c, as
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diferencas estatisticas foram encontradas entre DP vs. DHG e DHG vs. CV (DP: 108,3
+ 14,2; DHG: 139,7 £ 8,4; CV: 120,3 £ 14,5; p=0,0024; Figura 5D). Para HDL-c ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 5C).

Dados de nascimento da prole mostraram ndo haver diferencas em relagéo ao
tamanho da prole (DP: 7,37 % 4,34; DHG: 8,37 £ 1,59; CV: 10,88 * 2,41; p=0,079),
apesar da tendéncia de maior nimero de animais no grupo CV. Os fetos originados de
mées suplementadas com CV apresentaram menor peso (DP: 1,72 £ 0,22; DHG: 1,51 +
0,23; CV: 1,31 £ 0,25; p<0,0001) e comprimento (DP: 43,46 £ 2,99; DHG: 41,7 + 2,58;
CV: 39,96 + 2,85; p=0,0001) ao nascimento em relacdo aos grupos DP e DHG.

Os resultados de anélise de composicao corporal das proles acompanhadas por
12 semanas mostraram que 0s animais oriundos de mées suplementadas com CV
apresentaram menor peso corporal, de tecido adiposo epididimal e de adiposidade
visceral (Figuras 6A-C). Esses achados foram refor¢cados por menor tamanho dos
adipdcitos brancos (Figura 6). Para o consumo alimentar em Kcal/dia ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (Figura 6D).

Para o perfil glicémico, foi evidenciado piora da tolerancia a glicose e
sensibilidade insulinica nos animais DP/DHG em relagdo aos demais grupos; no
entanto, ndo se observou diferencas entre os grupos DHG/DHG vs. CV/DHG (Figuras
7A-C). Para os niveis de insulina, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (Figura 7D). Os resultados de analise do perfil lipidico indicaram
diferencas estatisticamente significativas entre CV/DHG e os grupos DP/DHG e
DHG/DHG, para os niveis de colesterol total (DP/DP: 183,2 + 12,64; DP/DHG: 215,0 +
9,55; DHG/DHG: 207,0 £ 8,09; CV/DHG: 189,2 * 8,35; p<0,0001; Figura 8A). Para 0s
niveis de triglicerideos foram observadas diferencas entre o grupo DP/DP e os demais

alimentados com dieta DHG (Figura 8B). Para os niveis de LDL-c foram encontradas
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diferencas entre os grupos DP/DP vs. DP/DHG e DP/DHG vs. CV/DHG (DP/DP: 117,9
+ 14,57; DP/DHG: 151,7 £ 13,54; DHG/DHG: 137,4 + 11,53; CV/DHG: 119,3 + 9,51;
p=0,0003; Figura 8D). Para os niveis de HDL-c ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos (Figuras 8C).

4 DISCUSSAO

A obesidade materna pode contribuir com importantes desfechos metabdlicos
desfavoraveis para a prole, especialmente quando essa é submetida a um ambiente
dietético obesogénico. A identificacdo de estratégias nutricionais que auxiliem na
minimizacao dos efeitos deletérios da obesidade emerge como um promissor campo de
investigacdo cientifica. Assim, foi hipotetizado que o uso da CV no periodo gravidico-
lactario de mées obesas poderia melhorar pardmetros metabolicos maternos e na prole
adulta. O presente estudo evidenciou, de forma inédita, que a CV foi capaz de induzir
nas maes, diminuicdo do peso e da adiposidade corporal, melhora da tolerancia a
glicose, diminuicdo dos niveis de triglicerideos, colesterol total e glicemia, alem de
hipotrofia dos adipdcitos. Na prole, observou-se menor peso e adiposidade corporal,
diminuicdo dos niveis de colesterol total e hipotrofia dos adipocitos.

Os efeitos antropométricos da CV sobre a composi¢cdo corporal ainda sdo pouco
conhecidos. Em nosso estudo, foram observados efeitos da CV sobre o peso e
adiposidade corporal materna e da prole. Corroborando, estudo de Sanayei et al.
mostrou que a associacdo de CV ao treino fisico foi capaz de proporcionar reducdo da
circunferéncia da cintura (14). Em outro estudo, também envolvendo mulheres obesas
associando treino fisico com CV, foi mostrado reducdo da adiposidade corporal e
melhora da biogénese mitocondrial (16). J& em estudo com ratos alimentados com dieta

rica em gordura, a CV nas concentracoes de 5% e 10% foi capaz de modular o peso
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corporal (15). Possivelmente, uma importante explicacdo para a associacdo entre CV e
reducdo do peso e adiposidade, esteja associada ao incremento da biogénese
mitocondrial e da atividade termogénica, além da melhora da resisténcia a insulina (16,
21).

Em relacdo aos parametros associados aos perfis glicémico e lipidico, nosso
estudo evidenciou importantes beneficios da CV. Em consonancia aos nossos achados,
em estudo de revisdo sistematica e metanalise foi mostrado que a CV foi capaz de
diminuir em 7,47 mg/dL os niveis séricos de colesterol total e em 7,71 mg/dL para
LDL-c, no entanto sem efeitos sobre os niveis de triglicerideos e HDL-c (22). Em
camundongos, a administracdo de CV previne a dislipidemia induzida por dieta rica em
gordura, reduzindo os niveis de triglicerideos, colesterol e acidos graxos livres (21). De
forma complementar, ratos suplementados com CV apresentaram melhora do perfil
lipidico (23).

A CV é uma rica fonte de carotendides, como luteina, zeaxantina e beta-
caroteno. Foi demonstrado que os carotendides podem se ligar aos receptores de LDL-c
devido as semelhancas estruturais entre os carotenodides e o colesterol (24). Outra
explicagdo pode ser postulada devido a grande quantidade de fibras na CV, que
interferem na absorcdo de gorduras no intestino (15). Na primeira coorte, foi observado
que o grupo CV apresentou maiores niveis de triglicerideos em relacdo ao grupo
controle. Esse achado pode ser explicado pela composicdo de macronutrientes da CV,
sendo que andlise quimica realizada por Hasegawa et al. revelou que a CV contém
44,49 de proteinas, 39,59 de carboidratos e 15,49 de lipideos em cada 100g de peso seco
(25). Sabe-se que a alta ingestdo de carboidratos pode aumentar os acidos graxos livres

no sangue e, posteriormente, os triglicerideos circulantes.
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Sobre o perfil glicémico foi evidenciado importante papel da CV na obesidade
materna e da prole. Estudo de Vecina et al. demonstrou que a CV foi capaz de melhorar
a sensibilidade e toleréncia a glicose em camundongos alimentados com dieta rica em
gordura através do aumento dos niveis de fosforilacdo de proteinas como IR, IRS-1 e
Akt (21). Estudo de Moradi et al. mostrou que a CV foi capaz de reduzir a expresséo de
marcadores inflamatérios no figado, melhorar a hiperglicemia e sensibilidade a insulina
na doenca hepética gordurosa ndo-alcoodlica (15), sendo ratificado por outros estudos
(26, 27).

Em nosso estudo, foi observado que a prole oriunda de maes suplementadas com
CV foi protegida, em diversos aspectos, dos efeitos deletérios de um ambiente
obesogénico induzido pelo consumo de dieta hiperglicidica. Uma possivel explicacéo
para esses achados, e que ndo foram investigados em nosso estudo, certamente envolve
0 papel da CV na modulacdo de processos epigenéticos. Os processos epigenéticos
estdo emergindo como um importante mecanismo através do qual a memoria
epigenética, que representa uma associacdo entre as caracteristicas determinadas pelo
DNA e diferentes exposicdes ambientais sobre esse material genético, se relaciona com
diversas consequéncias para varios orgdos e sistemas. Modificagdes epigenéticas tém
sido propostas como um mecanismo que liga a adiposidade materna aos resultados na
prole. Além disso, agora, estdo surgindo evidéncias de que processos epigenéticos
podem atuar em trés ou mais geracdes e através da linha paterna (28-30).

Em resumo, o presente estudo abre uma importante perspectiva na compreensao
do papel da CV no metabolismo materno e da prole, no contexto da obesidade. Assim, a
utilizacdo da CV no periodo gravidico-lactario pode trazer beneficios para saude
materna e, por consequéncia, imprimir uma programacdo metabdlica protetora na prole

adulta, mesmo sob um ambiente obesogénico. O presente estudo ainda carece de



31

aprofundamento na realizacdo de analises moleculares em tecidos vitais, como placenta,

figado e adiposo branco e marrom.



32

Figuras
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Figura 1. Linha do tempo do estudo. DP: dieta padrdo; HGD: dieta hiperglicidica; HGD+CV: dieta hiperglicidica + Chlorella vulgaris; USG:
ultrassonografia; TAG: tecido adiposo gonadal; CV: Chlorella vulgaris.



33

Figura 2.
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Figura 2. Composicdo corporal e consumo alimentar no periodo de inducdo da obesidade. Peso corporal em gramas (A), variacdo em
gramas do peso corporal (final — inicial) (B), espessura do coxim do tecido adiposo gonadal (C), consumo alimentar em Kcal/animal/dia
corrigida pelo peso corporal (D). Dados apresentados em médias + erro padrdo da média (n=8 animais/grupo). Diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA

test e pos-teste de Bonferroni.
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Figura 3. Efeitos da CV sobre a composicdo corporal e consumo alimentar no periodo gravidico-lactario. Peso corporal em gramas no
periodo gravidico (A), peso corporal no periodo lactario (B), adiposidade visceral corrigida pelo peso corporal (C), peso do tecido adiposo
ovariano corrigido pelo peso corporal (D), consumo alimentar em Kcal/animal/dia corrigida pelo peso corporal (E). Dados apresentados em
médias * erro padrdo da media (n=8 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test e pos-teste de Bonferroni.
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Figura 4.
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Figura 4. Efeitos da CV sobre o perfil glicémico materno. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose glicemia de jejum e area sobre a curva
(AUC) (A), glicemia de jejum (B), teste intraperitoneal de sensibilidade a insulina e area sobre a curva (AUC) (C), insulina sérica (D). Dados
apresentados em médias + erro padrdo da média (n=6 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas

como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test para (C) e (D) e por Two-Way Anova test
para (A) e (B) e pos-teste de Bonferroni.
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Figura 5. Efeitos da CV sobre o perfil lipidico materno. Colesterol total (A), triglicerideos (B), HDL-c (C), LDL-c (D). Dados apresentados
em médias + erro padrdo da media (n=6 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test e pds-teste de Bonferroni.
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Figura 6. Composicdo corporal e consumo alimentar da prole. Peso corporal (A), adiposidade corporal (B), peso do tecido adiposo
epididimal corrigido pelo peso corporal (C), consumo alimentar em Kcal/animal/dia corrigida pelo peso corporal (D). Dados apresentados em
médias * erro padrdo da média (n=8 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test e pos-teste de Bonferroni.
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Figura 7. Efeitos da CV sobre o perfil glicémico da prole. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose glicemia de jejum e area sobre a curva
(AUC) (A), glicemia de jejum (B), teste intraperitoneal de sensibilidade a insulina e area sobre a curva (AUC) (C), insulina sérica (D). Dados
apresentados em médias + erro padrdo da média (n=6 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas

como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test para (C) e (D) e por Two-Way Anova test
para (A) e (B) e pos-teste de Bonferroni.



39

Figura 8.

A ek k * B B
250+ o 100- kel
— ko
2 2004 T 80 -
? S—— a
£ £
® 150+ % 604
S $
- k-] |
g100~ § 40
w t—]
2 50 2 20-
3 (S
0- 0-

DP/DP DP/DHG DHG/DHG CV/DHG DP/DP DP/DHG DHG/DHG CV/DHG

(@}
@
irg

o

200+

150+

2
-

1004

HDL-colesterol (mg/dL)
N B
i s
LDL-colesterol (mg/dL)

(4
o
N

o
1
o
L

DP/DP DP/DHG DHG/DHG CV/DHG DP/DP DP/DHG DHG/DHG CV/DHG

Figura 8. Efeitos da CV sobre o perfil lipidico da prole. Colesterol total (A), triglicerideos (B), HDL-c (C), LDL-c (D). Dados apresentados
em medias + erro padrdo da media (n=6 animais/grupo). Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram indicadas como
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados por One-way ANOVA test e poOs-teste de Bonferroni.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a suplementacdo com Chlorella vulgaris durante o periodo gravidico-lactario
foi capaz de proporcionar as mées diminuicdo do peso do tecido adiposo ovariano, dos niveis
de LDL-c, melhorar a tolerancia a glicose e diminuir os niveis de glicose de jejum. J& na
prole, observou-se ao nascimento que a CV foi capaz de levar a maiores ninhadas, mas com
menor peso e comprimento. Ademais, na vida adulta, a CV trouxe relativa protecdo contra a
obesidade induzida por dieta, através de menor peso corporal, do tecido adiposo epididimal e
da adiposidade visceral, associados ao menor tamanho dos adip6citos brancos. Também
foram observadas reduc@es dos niveis de colesterol total e LDL-c com a suplementagdo com
CV. Para o perfil glicémico, observou-se beneficios com a suplementacdo com a alga em
relagcdo ao grupo DP/DHG. Em conjunto, esses achados sugerem que a suplementacédo CV no
periodo gravidico-lactario traz beneficios metabolicos para as mées e favorece fenotipo
metabdlico da prole, mesmo esta estando submetida a um ambiente obesogénico. Assim, o
estudo abre importantes perspectivas cientificas na identificacdo dos efeitos da CV sobre a
obesidade materna e seu impacto no metabolismo da prole. Estimula-se o desenvolvimento de
estudos complementares que envolvam a compreensdo dos efeitos moleculares da CV e do
seu papel no metabolismo humano para maior embasamento cientifico das propriedades

nutracéuticas dessa alga no contexto da satde materna e fetal/prole.
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ANEXO ()

Anexo A.certificado consubstanciado da Comissédo de Experimentacdo e Bem-estar Animal
da Universidade Estadual de Montes Claros.
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