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RESUMO: A alga Chlorella ¢ um alimento completo, contendo todos os ingredientes necessarios
para promover a satide. E considerada um modificador da resposta biolégica (adaptégeno), como
demonstrado pela sua atividade moduladora frente a diferentes tipos de estresse, tanto em seres
humanos como em animais de experimentagdo. Estudos pioneiros do nosso laboratério demonstraram
que a capacidade da alga de prevenir a resisténcia a insulina em animais obesos é em parte devido a
melhoria na via de sinalizagdo da insulina no figado, mdsculo esquelético e tecido adiposo, produzida
através do aumento na fosforilagdo de proteinas, como IR, IRS-1 e AKT e reducio na fosforilagao do
IRS-157, Além disso, o tratamento com a alga dos animais obesos restaurou para os valores normais
os niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias e os niveis reduzidos de citocinas anti-
inflamatdrias, assim como os niveis aumentados de triglicerideos, colesterol total e fracdes, e 4cidos
graxos livres. Resisténcia a insulina € um importante mecanismo fisiopatolégico que antecede a
progressdo para diabetes tipo 2 (DM2). Embora o tratamento farmacolégico do DM2 tenha alguma
eficdcia em melhorar alguns pardmetros metabdlicos, ele apresenta vérios efeitos colaterais, que, em
muitos casos, podem piorar as condicdes de saide e a qualidade de vida. Nesse contexto, produtos de
origem natural vém sendo considerados de importancia estratégica na pesquisa de novas substincias
seguras e eficazes no tratamento de doencas relacionadas a resisténcia a insulina. Assim, o objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos do uso da Chlorella em pacientes com intolerancia a glicose (IG)
e DM2. Nossos resultados mostraram que o uso da alga melhorou significativamente a qualidade de
vida relacionada a saide (QVRS) dos grupos IG, DM2, assim como dos controles. Ao mesmo tempo,
os niveis aumentados das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-1B, IL-8 foram
reduzidos e niveis reduzidos da citocina anti-inflamatéria IL-10 foram aumentados nos grupos IG e
DM2. Um aspecto importante foi a correlagdo entre a melhora na QVRS e a modulacdo pela alga nos
niveis de citocinas pré- e anti-inflamatérias observados no grupo DM2. Redugéo nos niveis de leptina,
resistina e glucagon, e aumento de adiponectina, GLP-1 e GIP também foram observados em ambos
os grupos. Na microbiota intestinal, o uso da alga produziu reducdo significativa do filo
Bacterioidetes, aumentado no DM2. Outro aspecto relevante avaliado neste trabalho diz respeito a
falta de consenso quanto a dose clinica minima adequada de Chlorella capaz de produzir os seus
efeitos adaptogénicos, uma questdo ainda aberta na literatura. Esta falta de consenso estd em grande
parte relacionada a quase auséncia de efeitos colaterais observados com o uso da alga. Para isso,
escolhemos as doses de 1,6g/dia e 3g/dia, as quais estdo no patamar das doses minimas utilizadas nos
estudos clinicos da literatura. Quanto ao periodo de tratamento, considerando que a durag¢do no uso da
alga deve ser de médio-a e longo prazo, escolhemos o periodo de 12 meses para os nossos estudos, em
contraste aos periodos relativamente curtos observados na maioria dos estudos clinicos da literatura.
Os resultados descritos acima indicam que as doses utilizadas s@o suficientes para produzir a resposta
adaptogénica, sendo que nao houve diferenca entre as respostas das duas doses. Estes achados
corroboram estudos experimentais do nosso grupo nos quais, uma vez atingidos os niveis de resposta
equivalentes aos do grupo controle (homeostase), doses mais elevadas ndo levam a respostas mais ou
menos pronunciadas, manifestando-se na forma de plateaux. Em conjunto, nossos resultados apontam
a alga Chlorella como alternativa terap€utica e/ou complementar promissora no tratamento da DM2 e
suas complicagdes. Além disso, o fato bem reconhecido de que o papel do processo inflamatério é
crucial ndo apenas nas doengas infecciosas, mas também em ampla gama de doengas cronicas nao
infecciosas, talvez até em todas elas, reforca o uso da Chlorella no tratamento de outras condi¢des
patolégicas, incluindo cinceres, doengas autoimunes e infecciosas.

Palavras Chaves: Chlorella, Diabetes tipo 2, Intolerancia a & glicose, Qualidade de vida, Inflamacao
de baixo grau



ABSTRACT: The alga Chlorella is a complete food, containing all the ingredients necessary to
promote health. It is considered a biological response modifier (adaptogen), as demonstrated by its
modulating activity against different types of stress, both in humans and in experimental animals.
Pioneer studies from our laboratory demonstrated that the ability of the algae to prevent insulin
resistance in obese animals is partly due to the improvement in the insulin signaling pathway in the
liver, skeletal muscle and adipose tissue, produced by increased phosphorylation of proteins, such as
IR, IRS-1 and Akt and reduction in the phosphorylation of IRS-1ser307. In addition, treatment with
the algae in obese animals restored to normal the increased levels of pro-inflammatory cytokines and
the reduced levels of anti-inflammatory cytokines, as well as the increased levels of triglycerides, total
cholesterol and fractions, and free fatty acids. Insulin resistance is an important pathophysiological
mechanism that precedes the progression to type 2 diabetes (T2D). Although the pharmacological
treatment of T2D has some efficacy in improving some metabolic parameters, it has several side
effects, which, in many cases, can worsen health conditions and quality of life. In this context,
products of natural origin have been considered of strategic importance in the research of new safe and
effective substances in the treatment of diseases related to insulin resistance. Thus, the aim of this
study was to investigate the effects of the use of Chlorella in patients with glucose intolerance (GI)
and T2D. Our results showed that the use of the algae significantly improved the health-related quality
of life (HRQoL) of the IG, T2D groups, as well as the controls. At the same time, increased levels of
the proinflammatory cytokines TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-1p, IL-8 were reduced and reduced levels of
the anti-inflammatory cytokine IL-10 were increased in IG and T2D. Important aspect was the
correlation between the improvement in HRQoL and the modulation in the levels of pro- and anti-
inflammatory cytokines observed in the T2D group. Reduced levels of leptin, resistin and glucagon,
and increased levels of adiponectin, GLP-1 and GIP were also observed in both groups. In the
intestinal microbiota, the use of the alga produced a significant reduction of the phylum
Bacterioidetes, increased in T2D. Another relevant aspect evaluated in this work was the lack of
consensus regarding the adequate minimum clinical dose of Chlorella capable of producing its
adaptogenic effects, an issue still open in the literature. This lack of consensus is largely related to the
almost absence of side effects observed with the use of algae. For this, we have chosen the doses of
1.6 g/day and 3 g/day, which are at the level of the minimum doses used in clinical studies in the
literature. Regarding the treatment period, considering that the duration of the use of the algae is of
medium to long term, we selected the 12-months period for our studies, in contrast to the relatively
short periods observed in most clinical studies in the literature. The results described above indicate
that the doses used are sufficient to produce the adaptogenic response, and there was no difference
between the responses of the two doses. These findings corroborate experimental studies from our
group in which, once a response level equivalent to that of the control group (homeostasis) is reached,
higher doses do not lead to more or less pronounced responses, and a plateau in the response is
established. Together, our results indicate the algae Chlorella as a promising therapeutic and / or
complementary alternative in the treatment of T2D and its complications. Moreover, the well-
recognized fact that the role of inflammatory processes is crucial not only in infectious diseases but
also in a wide range of chronic non-infectious diseases, perhaps even all of them, reinforces the use of
Chlorella in the treatment of other pathological conditions, including cancers, autoimmune diseases
and infectious diseases.

Key words: Chlorella, Type-2 diabetes, Glucose intolerance, Quality of life, Low-grade
chronic inflammation
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GLP-1 diminui a secrecdo de glucagon. No DM2, ocorre a desregulacio da
secrecdo de glucagon, estimulando a producdo de glicose através da
gliconeogénese, agravando o quadro de hiperglicemia. A utilizagdo da Chlorella
levou a diminui¢do das concentragdes séricas de glucagon e aumentou os niveis
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1. INTRODUCAO

As consequéncias humanas, sociais e econOmicas relacionadas ao diabetes sdo
devastadoras. A Sociedade Brasileira de Diabetes estima que uma epidemia de Diabetes esteja
em curso, destacando a magnitude do problema. Em 1985, estimava-se haver 30 milhdes de
adultos com diabetes no mundo; esse niimero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo
173 milhdes em 2002, com proje¢do de atingir 300 milhdes em 2030 (1). A Organizagdo
Mundial da Satdde (OMS) (2) mostra ndmeros ainda mais alarmantes e estima que 347
milhdes de pessoas sejam diabéticas em 2030 e esta serd a sétima doenca responsdvel por
mortes. A Federacio Internacional de Diabetes (3) estima que esse numero j4 esteja perto dos
380 milhdes de pessoas, além de nos trazer uma estatistica sobre as pessoas intolerantes a
glicose: 316 milhdes de pessoas podendo aumentar para 471 milhdes em 2035.

Um agravante neste quadro € o fato de que o tratamento farmacolégico do diabetes
tipo 2 (DM2), apesar de alguma eficicia em melhorar alguns parametros metabdlicos,
apresenta varios efeitos colaterais, que, em muitos casos, podem piorar as condi¢des de saide
e qualidade de vida (4). Dentro desse contexto, produtos de origem natural vém sendo
considerados de importincia estratégica na pesquisa de novas substancias seguras e eficazes
no tratamento de doencas relacionadas a resisténcia a insulina (5,6).

Resultados experimentais do nosso grupo (7-9) e da literatura (10-13), demonstram a
capacidade da alga Chlorella de restabelecer a reposta normal do préprio hospedeiro capaz de
inibir os mecanismos responsdveis pela inducdo de resisténcia a insulina, importante
mecanismo fisiopatologico responsdvel pelo desenvolvimento da DM?2, assim como pelo
estabelecimento de todas as outras complica¢cdes adicionais produzidas pela doenca (14—17).
Ressaltamos ainda a auséncia de toxicidade da alga, conforme relatado em estudo clinico apds

o uso de doses superiores a 20 gramas didrias por mais de dois anos (18,19).

1.1- Atividade adaptégena da alga Chlorella

A alga Chlorella é considerada um alimento completo, contendo todos os ingredientes
necessarios para promover a saude. Os nutrientes estdo presentes em forma equilibrada e
incluem hidratos de carbono, proteinas, 4cidos nucleicos, aminodcidos, &cidos graxos
essenciais [0mega-3 (m-3) e Omega-6 (w-6)], vitaminas, fibras dietéticas, fatores de
crescimento e antioxidantes (luteina, a- e B-caroteno, acido ascérbico e tocoferol) (7,20-22).
E uma alga adaptégena, ou modificadora da resposta biolégica, por sua habilidade de

aumentar a resisténcia do hospedeiro frente a uma variedade de estresses fisicos, ambientais e
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psicogénicos, sem alterar as funcdes normais do organismo, além de restaurar a resposta
imunoldgica e promover resisténcia ndo especifica (23-25).

Resultados do nosso laboratdrio corroboram a capacidade adaptégena da Chlorella
através da sua utilizacdo em diferentes modelos experimentais in vivo, nos quais a
hematopoese tem um papel fundamental na evolu¢do da doenca. Nestes estudos, observamos
a capacidade da alga de restabelecer as defesas do proprio hospedeiro capazes de inibir
processos malignos e infecciosos. Neste contexto, em enfoque pioneiro na literatura (26),
estudamos os efeitos moduladores da alga nas seguintes condi¢des experimentais: estresse
agudo fisico e psicogénico (26,27), exposicdo ao chumbo (28-30), infeccdo (26,31,32) e
tumor (33,34). Um aspecto revelador desses resultados foi o fato da modulagdao hematopoética
produzida pela alga na condicido de estresse agudo (27,35) ter sido reproduzida nos outros
modelos experimentais mais agressivos, apresentando peculiaridades de acordo com o sistema
do organismo envolvido e o grau de estresse inerente de cada modelo (28,31,33). Outro
aspecto importante dos nossos resultados, o que corrobora os efeitos adaptogénicos atribuidos
a alga, consiste na sua capacidade de modular a resposta deficiente do organismo frente a
diferentes tipos de estresse, sem alterar as funcdes do hospedeiro normal. Estes estudos
demonstram de forma consistente que a estimulacdo do pool de células-tronco hematopoéticas
da medula 6ssea e a modulacdo da resposta de leucdcitos maduros consistem em aspectos
importantes dos efeitos moduladores da alga no sistema imunohematopoético. Recuperacao
significativa do nudmero reduzido de precursores hematopoéticos para granuldcitos e
macrofagos (CFU-GM), em consequéncia da liberacdo de citocinas biologicamente ativas, foi
observada em todas as condicdes estudadas. Estes resultados indicam que a Chlorella regula a
producdo de fatores estimuladores de colonias, do mesmo modo que restaura CFU-GM,
levando, assim, a producdo adequada e mobilizagdo eficaz de células hematopoéticas
primitivas, cruciais para o desenvolvimento da vigilancia e das fungdes efetoras do sistema
imunolégico (27,28,31,33,35).

Outro resultado pioneiro e relevante do nosso estudo foi a capacidade da alga de
prevenir o aparecimento de hematopoese extramedular (HEM) esplénica no animal obeso (8),
assim como em modelos de infeccdo (28) e tumor (33). Sabe-se que a migracao,
estabelecimento e proliferacdo de células hematopoéticas em tecidos extramedulares no
animal adulto envolve alteracdes fisiopatoldgicas nas células tronco-hematopoéticas, matriz
extracelular, células estromais, citocinas locais e sist€émicas, sendo que as principais causas

destas alteragdes no comportamento da célula-tronco hematopoética e no seu microambiente
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consistem em: faléncia severa da medula dssea, mieloestimulacdo, inflamagdo e injdria
tecidual, e producdo anormal de citocinas (36). Um aspecto importante da prevengdo
produzida pela alga na HEM esplénica é que este efeito modulador ocorre concomitantemente
a recuperacgao para valores normais do nimero de CFU-GM na medula éssea, os quais estao
reduzidos nos animais obesos, portadores de infeccao ou de tumor (8,26,28,33). Um achado
relevante € que a capacidade de alga de produzir cura, prolongar a sobrevida ou normalizar as
condi¢des bioquimicas e metabdlicas foi proporcional ao grau de reversio da HEM, o que
indica que este efeito modulador da alga é importante para a sua atividade terapéutica
(8,28,33).

Achados reveladores sobre a capacidade adaptogénica da Chlorella foram também
obtidos em nossos estudos sobre os efeitos moduladores sobre a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias: IFN-y, IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a e anti-inflamatéria (IL-10).
Nos modelos representativos de imunossupressao [estresse agudo (27), infec¢ao (37), tumor
(34) e exposicao ao chumbo (30)], o tratamento com a alga produziu ativagdo adicional nos
niveis ja aumentados das citocinas pro-inflamatérias, a0 mesmo tempo em que restaurou para
valores normais os niveis aumentados de IL-10. Nesse contexto de imunossupressdo, a
selecdo pela Chlorella do padrao de resposta adaptativa Th1 € importante, uma vez que este é
o principal mecanismo que rege a recuperacdo do hospedeiro imunossuprimido (38). Por
outro lado, no modelo de obesidade, representativo de um quadro de inflamacao cronica, o
tratamento com a alga reduziu para valores normais os niveis aumentados das citocinas pro-
inflamatodrias e restaurou para os niveis do controle normal a producdo reduzida da citocina
imunossupressora IL-10 (9).

Corroboram ainda a atividade adaptégena da alga os nossos estudos sobre a sua
capacidade quelante observada em animais expostos ao chumbo. Além da modula¢do na
atividade imunohematopoética observada em todos os modelos experimentais estudados em
nosso laboratério (8, 25-37), o tratamento com a alga de animais expostos ao chumbo reduziu
também os niveis do metal no sangue, ossos, rins e figado, restaurou os niveis hepdticos de 5-
acido aminolevulinico (ALA), reduziu de forma significativa os niveis elevados de ALA no
plasma e recuperou parcialmente a capacidade do figado para produzir porfirinas (29).

Em conjunto, esses resultados mostram que a capacidade da Chlorella de reverter os
efeitos deletérios produzidos por diferentes tipos de estresse sobre o pool de células da
medula dssea e do estroma medular é dependente da sua acdo moduladora sobre a produgdo

de citocinas hematopoéticas e citocinas pré- e anti- inflamatorias, assim como da sua
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capacidade de prevenir a migracdo de progenitores hematopoéticos da medula 6ssea para o
baco (HEM), mecanismos fundamentais para a producdo do seu efeito terapéutico.
Coletivamente, nossos resultados sugerem que a desregulagdo imunohematopoética induzida
por diferentes tipos de estresse pode ser um mecanismo central subjacente a um conjunto

diversificado e abrangente de doencas.

1.2- Modulacao da alga em mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina € um importante mecanismo fisiopatoldgico que predispde a
progressdo da obesidade para DM2, assim como todas as outras complicacdes adicionais
produzidas pela doenca (14-17). A insulina € essencial no processo metabdlico,
principalmente através do aumento da absorcao de glicose no musculo e tecido adiposo e da
inibicdo da saida de glicose hepatica. Além disso, em condi¢des fisiologicas, a insulina
estimula a lipogé€nese, a sintese proteica e de glicogénio, e inibe a lipdlise, glicogendlise e
degradacdo de proteinas (39,40). Em consequéncia, a resisténcia a insulina promove profunda
desregulacdo nestes processos, 0 que por sua vez resulta em niveis mais elevados de glicose e
lipideos na circulagdo (39).

Os possiveis beneficios da Chlorella no DM2 estao relacionados a estudos
experimentais e clinicos da literatura e do nosso laboratério que demonstram a capacidade da
alga de modular importantes mecanismos subjacentes ao processo de inducao de resisténcia a
insulina. Nesse contexto, estudos pioneiros do nosso laboratério (7) demonstraram que a
capacidade da alga de prevenir a resisténcia a insulina em animais obesos, como demonstrado
pelo aumento da sensibilidade a glicose e a insulina, é em parte devido a melhoria da via de
sinaliza¢do da insulina no figado, muisculo esquelético e tecido adiposo, através do aumento
dos niveis de fosforilagdo de proteinas, tais como IR, IRS-1 e Akt e reducdo dos niveis de
fosforilagio do IRS-1°"%. Nossos resultados corroboram estudo da literatura (10) que
relatam a capacidade da Chlorella de induzir o aumento nos niveis do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT-4) em animais obesos. Sabe-se que a ativagdo das vias de sinalizacdo da
insulina induz ao aumento na translocacdo de GLUT-4 para a membrana, com consequente
aumento no influxo de glicose para o figado e musculos. Neste contexto, na busca de
marcadores de resisténcia a insulina, estudos recomendam a utilizacio de niveis de

fosforilagio de IRS-1 no residuo de serina 307 (IRS-1°*°7) em roedores, e no residuo de

serina 312 (IRS-1*"*1?) em humanos (15,16,41).
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A resisténcia a insulina é frequentemente relacionada com dislipidemia (40), que é
caracterizada pelo aumento de triglicérides e nos niveis de colesterol (42). A este respeito,
modulagdo importante observada em nossos estudos foi a capacidade da Chlorella de
restaurar aos niveis normais as concentragdes aumentadas de triglicérides, colesterol total,
fracdes de colesterol e de acidos graxos livres, observadas nos animais obesos (7). Em estudo
recente, Noguchi et al (13) observaram que, no animal obeso, um dos mecanismos envolvidos
nos efeitos hipoinsulinémicos da Chlorella estd relacionado a sua capacidade de reduzir a
hipertrofia do tecido adiposo e modular a secrecdo de adipocina. Estes achados sdo
consistentes com estudos anteriores que mostram que a administracdo de Chlorella diminui a
absor¢do de gordura, promove a sua excrecdo intestinal e reduz a sintese de 4dcidos graxos
livres (11,43-46). Portanto, um possivel mecanismo subjacente a restauracdo da via de
sinalizacdo da insulina e consequente reducdo de tolerancia a glicose, observada em nosso
estudo, pode estar relacionado a reducdo na absorcdo e aumento na taxa de excre¢do de
lipidios, e consequente reducdo da concentracdo de lipidios no musculo e no figado. A
diminui¢do potencial de lipidios no figado e no musculo é corroborada pela diminui¢do da
fosforilagao do IRS-1°¢397  Além disso, a Chlorella contém acidos graxos poli-insaturados,
como -3, os quais exercem efeitos anti-inflamatdrios e melhoram a sensibilidade a insulina,
promovendo a regulacdo de genes implicados no transporte de glicose e de sinalizacdo da
insulina no tecido adiposo e figado (47). Outro aspecto importante na composicdo da
Chlorella é a presenca na proporcao ideal de &acidos graxos poli-insaturados, ou seja, a
proporcao de m-6 € -3 € de 1,34:1, importante para reduzir o risco de doengas cronicas (48).
Em conjunto, estes dados sugerem que a Chlorella age aumentando a sensibilidade a insulina
nos principais tecidos alvo e, assim, impede os efeitos deletérios sobre as suas vias de
sinalizacdo. Outro efeito relevante observado em nossos estudos (7) foi a capacidade da
Chlorella de prevenir a hiperglicemia desenvolvida em animais obesos. Nossos achados
corroboram estudos da literatura que relatam a atividade estimuladora da alga sobre os
receptores ativados pelo proliferador de peroxissomo a/y (PPAR), conhecido por regular os
niveis de glicose e de insulina e reduzir a hiperlipidemia. Além disso, o aumento pela alga da
expressdo de GLUT-4 (10) também permite o influxo de glicose no figado e musculo.

Atualmente sabe-se que a gé€nese da resisténcia a insulina € inflamatéria, sendo o
sistema imunoldgico um elo importante entre obesidade e DM2 (16). Pacientes com DM2
apresentam aumento nos niveis circulatérios de TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8, proteina

quimioatrativa de macréfagos (MCP)-1, RANTES (Chemokine (C-C motif) ligand 5),
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resistina e leptina, que estdo diretamente relacionados ao menor influxo de glicose para os
tecidos (15,49). Com a elevacdo das quimiocinas MCP-1 e RANTES no diabetes, hd o
aumento na expressao de seus receptores CCR2 e CCRS, respectivamente, relacionados com a
quimiotaxia de leucécitos (50,51). Além disso, o aumento de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas levam a ativacdo das vias reguladoras da inflamacdo, incluindo JNK e NF-xB
(52). A situagdo de perda da homeostase € agravada pela redu¢do nos niveis séricos de IL-10,
adiponectina e a visfatina, fatores que trabalhariam em prol do metabolismo glicémico
adequado, pois possuem a capacidade de sensibilizar o organismo frente a a¢do da insulina
(53).

Conforme mencionado anteriormente (pg. 16, § 1), um dos mecanismos de acdo
relevantes relacionado com os efeitos terapéuticos da alga diz respeito a sua capacidade de
modular a producdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias, de acordo com as necessidades do
organismo. Neste sentido, resultados dos nossos estudos demonstram de forma pioneira que
em quadros de imunossupressdo a alga potencializa o aumento na producdo das citocinas pro-
inflamatorias e restaura a normalidade os niveis aumentados de IL-10, permitindo assim a
selecdo do padrdao de resposta adaptativa Thl versus Th2, o qual consiste no principal
mecanismo que rege a resolucdo de processos patogénicos no quadro de imunossupressao
(32,34). Por outro lado, em quadros de inflamacdo crénica, como é o caso da obesidade
(53,54), o tratamento com a alga restaurou para valores normais os niveis aumentados das
citocinas pro-inflamatdrias, assim como os niveis reduzidos da citocina anti-inflamatdria IL-
10, restaurando a homeostase (9).

Estudo pioneiro recente (55) utilizando o modelo murino db/db para DM?2,
demonstrou um recrutamento pronunciado de macréfagos pré-inflamatérios nas ilhotas
pancredticas dos animais diabéticos, os quais produzem niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, a imunidade inata evolui paralelamente ao DM2, passando de um
estagio pro-inflamatorio inicial para um fendtipo pré-fibrético, dando suporte ao conceito de
que a DM2 ¢ uma doenga inflamatéria. Niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias e
recrutamento de populacdes de leucdcitos foram também observados em pacientes com DM?2
(16). O mecanismo de recrutamento e acimulo de macréfagos pré-inflamatérios € uma
caracteristica comum na obesidade humana e experimental, sendo um fator responsdvel por
grande parte das complicagdes produzidas pela doenga (56-58). Neste contexto, de grande

relevancia sdo os nossos resultados mencionados anteriormente, que demonstram a migragao
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de progenitores de granuldcitos e macréfagos da medula éssea para o baco (HEM) em

animais obesos, € a inibicao deste processo pela administracdo da alga Chlorella (8).

1.3- Qualidade de Vida

A DM2 estd relacionada com a alta mortalidade, morbidades, mau estado geral e perda
na qualidade de vida dos pacientes (59). H4 muito tempo suspeita-se que o estresse emocional
tem efeitos importantes sobre o desenvolvimento do DM2. Mais de 400 anos atrds, o famoso
médico inglés Thomas Willis (1621-1675) observou que o diabetes geralmente surge entre
pessoas que tenham experimentado estresses significativos em suas vidas (60). Um dos
primeiros estudos sistemadticos que testaram a hipdtese de Willis foi descrito em 1935, pelo
psiquiatra americano Dr. W. Menninger, que postulou a existéncia de diabetes psicogénica e
descreveu uma "personalidade de diabético" (61). Quase trinta anos depois, P.F. Slawson et
al, descreveram no “Journal of the American Medical Association” que 80% de um grupo de
25 pacientes adultos com diabetes apresentaram histéria de estresse, principalmente em
termos de perdas, 1-48 meses antes do aparecimento da diabetes (62). Pacientes com DM?2
também apresentam um nivel de risco dobrado para a depressdo comorbida em comparagio
com controles sauddveis, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (63,64). Além disso,
um nimero considerdvel de pacientes deprimidos sofre com altos niveis de estresse emocional
especifico para o diabetes (65,66). Mais recentemente, um grande nimero de estudos foram
realizados, elucidando o papel do estresse emocional como importante fator de risco para o
desenvolvimento de DM2. A maioria desses estudos foca na depressdo. No entanto, um
numero crescente de evidéncias indicam que outras formas de estresse emocional contribuem
para o desenvolvimento de DM2 (67).

O termo qualidade de vida € de dificil conceituagdo, uma vez que tem carater
subjetivo, complexo e com varias dimensdes, que pode ter diferentes significados dependendo
da época, do individuo e como este estd inserido na sociedade. Apds longos encontros com
especialistas, a OMS define qualidade de vida como “a percepcdo do individuo de sua
posicdo na vida no contexto da cultura e sistema de valores nos quais ele vive e em relacdo
aos seus objetivos, expectativas, padroes e preocupacoes” (68). Com o aumento da
expectativa de vida da populagdo, a preocupacdo relacionada a qualidade de vida vem
aumentando, no sentido de valorizar parametros mais amplos que o controle de sintomas e

diminui¢do da mortalidade (69).
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Importante notar que algumas das doencgas apresentam manejo mais complexo que
outras. No caso do diabetes, a doenca afeta a vida profissional, as relacdes interpessoais, as
atividades sociais dos pacientes, de tal maneira que o estado fisico e mental pode ser
comprometido com as necessidades de seguir os protocolos de tratamento e a preocupagdo
com complicacdes decorrentes da doenca (70). Os pacientes devem se adequar a doenca,
promovendo alteragdes nos hébitos, na alimentacdo e na atividade fisica. A necessidade de
mudanca de estilo de vida pode impactar negativamente da qualidade de vida e na motivagao
do paciente em prosseguir com o tratamento de longo prazo (71).

Ja foi demonstrado pela literatura que pacientes DM2 apresentam risco dobrado para a
depressdao comdrbida em comparagdo com controles saudaveis (64,72), levando a perda da
qualidade de vida (72). Esses quadros exigem acompanhamento psicolégico, tanto em
pacientes idosos quanto em mais jovens (73). Muitos pacientes associam 1sSo as restricdes
alimentares, necessidade de mudanca de estilo de vida e compromissos com os cuidados a
saude (74). Nos pacientes diabéticos, sabe-se também que a qualidade de vida é determinada
por varios fatores, como tipo de diabetes, uso de insulina, idade, complicacOes, nivel social,
fatores psicoldgicos, etnias, educacdo, conhecimento sobre a doenca, tipo de assisténcia, entre
outros (75).

Os métodos que avaliam a qualidade de vida relacionada a saide (QVRS) tem sido
muito utilizados, pois abordam questdes que vao além de intervencdes tradicionais que se
concentraram nos marcadores sintomaticos e fisiologicos da doenga, mas tentam
compreender como os tratamentos podem melhorar o estado funcional e o bem-estar do
paciente (76). Existem escalas de avaliacdo de qualidade de vida (QV) genéricas e especificas.
As escalas genéricas de avaliagdo de QV s@o multidimensionais e foram desenvolvidas para
avaliar o impacto causado por uma doenca, sob diferentes aspectos (capacidade funcional,
aspectos fisicos, dor, estado geral de saude, vitalidade, aspectos sociais, aspectos emocionais €
saide mental) (75). As escalas especificas, também sdo multidimensionais e avaliam a
percepcdo geral da QV, mas buscam coletar informac¢des mais especificas de uma dada
doenca, seja sobre sintomas, incapacidades ou limitagdes relacionadas a determinada
enfermidade.

Melhorar a qualidade de vida tem sido uns dos principais objetivos no tratamento da
diabetes por muitos anos. A qualidade de vida no curso da doenga em pacientes diabéticos é

considerada como um indicador importante € mostra o bem-estar do paciente (70). Alguns
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estudos da literatura apontam para os efeitos da Chlorella na qualidade de vida em diferentes

casos clinicos (77-79), mas nenhum foi realizado com pacientes DM?2 e IG.

1.4-  Microbiota Intestinal

Estudos na literatura demonstram a presencga de alteracdes na microbiota intestinal em
pacientes com DM2, o que pode estar relacionado com o processo de inflamac¢do crdnica
presente na doenca (80—82) e com o desenvolvimento de resisténcia a insulina e
comorbidades relacionadas (81,83). Em mamiferos, as principais bactérias existentes na
microbiota intestinal fazem parte dos grupos de Firmicutes, Actinobacteria (gram-positivas) e
Bacteroidetes (gram-negativas) (83). No hospedeiro normal, estas bactérias vivem em
uma relagdo de simbiose, degradando alimentos ndo digeriveis pelos mamiferos, favorecendo
a homeostase intestinal, a resposta imunoldgica e a regulacdo energética (83—85). Estudos
recentes demonstram que desequilibrio na microbiota (disbiose) pode ser significativo no
DM2 (82,86,87) e apontam para uma reducdo nas proporcdes de Firmicutes e aumento na de
Bacteroides. Estes resultados abrem caminho para a utilizacdo da microbiota intestinal para o
desenvolvimento de ferramentas de diagnoéstico, terapia e profilaxia para o diabetes e outras
doencas metabdlicas (83,88,89).

Outro fato relevante é que alteracdes negativas na microbiota podem estar associadas
ao quadro de estresse cronico observado no DM2, podendo ser este um fator que desencadeie
a alteracdo do comportamento alimentar (90). Epel e colaboradores (91) realizaram um estudo
em mulheres e observaram que a procura por alimentos mais caldricos estava relacionada
positivamente com o grau de estresse € com 0 aumento nas taxas de cortisol dosadas a partir
da saliva e, consequentemente com alteracdes na microbiota. E importante lembrar que o
DM?2 esté relacionado com estilo de vida e habito alimentar.

Neste contexto, um dos efeitos relatados de forma consistente para a Chlorella € a sua
capacidade de melhorar a funcdo intestinal, absorver substancias téxicas e promover o
peristaltismo normal (92-95). Estes efeitos moduladores da alga devem estar relacionados, em
grande parte, a sua rica composi¢cdo em fibras soliveis em &gua, proteinas e
antioxidantes (96,97). Além disso, os efeitos anti-inflamatérios da alga (7,98-100)

contribuem para o desenvolvimento da flora amigavel do intestino (101).
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1.5-  Glucagon e incretinas intestinais

O glucagon € um hormonio com efeitos contrdrios ao da insulina, secretado pelo
pancreas de acordo com as necessidades do organismo, cujos niveis estdo aumentados no
DM2 (102,103). Evidéncias indicam que o glucagon desempenha papel importante na
anormalidade de producdo e homeostase glicémica. Fisiologicamente, o controle glicémico
ocorre pela interacdo entre a insulina, liberada em situacdo pds-prandial, e o glucagon,
necessdrio para que a glicemia seja mantida a partir de reservas energéticas no jejum. No
DM2, a presenca constante do glucagon na circulagdo estimula o figado a manter a
gliconeogénese, liberando glicose na circulacdo a partir de glicogénio e, por conseguinte,
agravando o quadro de hiperglicemia do paciente diabético (102,103). Enquanto que nenhum
tratamento para DM2 utiliza a sinalizacdo do glucagon como alvo especifico, os novos
agentes terapéuticos para o DM2 promovem a reducdo da concentragdo plasmdtica de
glucagon (103). Estes agentes — os agonistas das incretinas intestinais: peptideo 1 tipo
glucagon (GLP-1) e polipeptideo inibidor gastrico (GIP), e os inibidores de dipeptidil
peptidase-4 (DPP-4) — tém como alvo especifico o GLP-1, GIP e a DPP-4. O GLP-1 e GIP
sdo incretinas intestinais com a capacidade de suprimi-RNA a secrecio de glucagon, enquanto
que o DPP-4 ¢ uma enzima que rapidamente inativa as incretinas intestinais. A inibi¢do da
DDP-4 leva ao aumento da concentracdo de GLP-1, com consequente reducdo das
concentracdes de glucagon, contribuindo assim para o controle glicémico adequado (102—
105). Além deste efeito, as incretinas intestinais estdo associadas com a estimulacdo da
secre¢do de insulina, melhoria na sensibilidade a insulina e prote¢do de células  pancreaticas
contra apoptose (106). Neste contexto, o efeito modulador da Chlorella nos niveis de
glucagon foi demonstrado em animais diabéticos que tiveram sua dieta suplementada com 3%
ou 5% de Chlorella. Os resultados mostraram que a alga foi capaz de reduzir os niveis de
glucagon no jejum de forma semelhante ao exendin-4, um agonista de receptores de GLP-1
resistente a enzima DDP-4 (107). Esses resultados apoiam a ideia de que a ingestdo de
Chlorella traz beneficios a satde de pacientes com DM2 pela diminuicao da concentracao de

glucagon.

1.6- Micro(mi)-RNAs circulantes
Os mi-RNAs sdo pequenas moléculas de RNA nido-codificantes que funcionam como
reguladores em nivel transcricional e pds-transcricional da expressdo de genes envolvidos em

grande nimero de processos bioldgicos, incluindo o metabolismo lipidico (108). Niveis
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plasmdticos aumentados de mi-RNA 375 e niveis plasmdticos reduzidos de mi-RNA 126
estdo relacionados com o desenvolvimento do DM2 e seu agravamento (108—110). Mi-RNA
375 € um importante mi-RNA nao codificante que é especificamente expresso pelas células
pancredticas (111). Este mi-RNA ¢ necessario para a génese normal das células e o
pancredticas. A superexpressdao de mi-RNA 375 reduz a secre¢do de insulina por inibir a
expressdo da miotrofina (uma proteina citoplasmatica que induz a exocitose de granulos de
insulina), suprime o PDK-1 (proteina que participa da ativacdo do Akt, via ativagdo do IR) e
também por atenuar genes da transcri¢do de insulina. A elevacdo do nivel plasmético do mi-
RNA 375 poderia ser um reflexo do nivel mais alto nas ilhotas (112,113). J4 o mi-RNA 126 ¢
expresso por células endoteliais, nas quais contribui para a manutencao e integridade vascular,
angiogénese e reparacdo de feridas através da regulacdo de diversos componentes da VEGF
(fator vascular endotelial). Ja foi demonstrado que reducdo dos niveis plasméticos de mi-RNA
126 estd fortemente relacionado com doenga coronariana associado ao diabetes, sugerindo
que a concentracdo plasmdtica poderia ser um bom biomarcador para o inicio de
complicacdes vasculares do diabetes. Diversos autores verificaram que pacientes DM2 e IG
tem niveis reduzidos desse mi-RNA (114,115). Recentemente, estratégias para reduzir mi-
RNA 375 e aumentar mi-RNA 126 t€ém sido sugeridas como alvos terapéuticos no DM?2

(109).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar atividade moduladora da alga Chlorella nos
seguintes parametros de pacientes com intolerancia a glicose e diabetes tipo 2:

e Qualidade de vida Relacionada a Saide (QVRS)

¢ C(Citocinas, adipocinas e outros mediadores

e Microbiota intestinal

e mi-RNA 375 e mi-RNA 126

e Parametros metabdlicos
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3. METODOLOGIA

3.1.  Perfil da populacao
Os individuos do grupo de diabetes do Centro de Saide da Comunidade
(CECOM) da UNICAMP foram convidados a participar do estudo apds a realizacdo de
palestra, onde foram abordados os objetivos do estudo, modo de uso da Chlorella, possiveis
beneficios e efeitos colaterais. Apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e preenchimento do Questiondrio Informativo dos
Participantes, foram agendadas as coletas de sangue, fezes e urina. Esse procedimento foi
realizado pela equipe multidisciplinar do CECOM, de acordo com os protocolos ja
estabelecidos (Aprovacao do Comité de ética - CAAE 30981114.4.0000.5404 — Anexo 2).
Conforme demonstrado na Tabela 1, o grupo DM2 consistiu em 25 individuos (5 do
sexo masculino e 20 do sexo feminino), com idade entre 36-71 anos (58 = 9). Com relacdo ao
IMC, 4 (16%) individuos estdo com Indice De Massa Corporea (IMC) abaixo de 25 indicando
peso normal, e 21 (84%) individuos encontram-se com IMC acima de 25, indicando
sobrepeso ou obesidade. Quatorze (56%) sdo funciondrios regulares da UNICAMP e 11
(44%) sao aposentados. Dezesseis (64%) relataram a prética de exercicios fisicos pelo menos
2 vezes por semana € 9 (36%) sdo sedentdrios. Destes, 5 sdo fumantes (20%), 13 nao
fumantes (52%) e 7 sdo ex-fumantes (28%). Para o tratamento do diabetes, 10 (40%)
individuos utilizam apenas metformina no esquema terapéutico; 8 (32%) individuos utilizam
metformina associado outra droga hipoglicemiante, como gliclazida, ou glibenclamida, ou
sitagliptina; € 7 (28%) individuos utilizam insulina regular associada a metformina.
Hipertensos controlados representam 68% (17 individuos) do grupo DM2 e 11 individuos
(44%) utilizam estatinas para o controle de colesterol.
O grupo IG consistiu em 20 individuos (12 homens e 8 mulheres), com idade entre 33 e
73 anos (53 + 10). Com relacdo ao IMC, 2 (10%) individuos estdo com IMC abaixo de 25
indicando peso normal, e 18 (90%) individuos encontram-se com IMC acima de 25, indicando
sobrepeso ou obesidade. Dezessete (85%) sdo funciondrios regulares da UNICAMP e 3 (15%)
sdo aposentados. Dez (50%) relataram a pratica do exercicio fisico pelo menos duas vezes por
semana e 10 (50%) sdo sedentdrias. Seis (30%) sao fumantes, 8 (40%) nao fumantes e 6 sdo
ex-fumantes (30%). Para o controle da glicemia, 4 (20%) individuos mudaram o estilo de
vida, com maior pritica de exercicios fisicos e dieta, sem a utilizacio de nenhum
medicamento para controlar a doenga; 14 (70%) individuos utilizam apenas metformina; e

outros 2 (10%) individuos utilizam metformina associado a glibenclamida para o controle da
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glicemia. Hipertensos controlados representam 45% (9 individuos) do grupo IG e 4 individuos

(20%) utilizam estatinas para o controle de colesterol.

O grupo de CT é composto por 23 individuos (3 do sexo masculino e 20 do sexo

feminino), com idade entre 21 e 58 anos (41 + 12). Com relagao ao IMC, 6 (26%) individuos

estdo com IMC abaixo de 25 indicando peso normal, e 17 (74%) individuos encontram-se

com IMC acima de 25, indicando sobrepeso ou obesidade. Todos os voluntarios do grupo CT

sdo funciondrios regulares da UNICAMP. Quinze (75%) relataram a pratica do exercicio

fisico pelo menos duas vezes por semana e 5 (25%) sdo sedentdrios. Quatro (17%) sao

fumantes, 15 (66%) nao fumantes e 4 (17%) é um ex-fumante. Nenhum individuo utiliza

medicamentos hipoglicemiantes; ninguém apresenta hipertensdo e apenas 1 (4%) utiliza

estatina para o controle de colesterol.

Tabela 1: Perfil da populacio dos grupos DM2, IG e CT.

DM2 IG CT
n=25 n=20 n=23
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Género Masculino 5 20 12 60 3 13
Feminino 20 80 8 40 20 87
Idade <60 anos 13 52 16 80 100 100
< 60 anos 12 48 4 20 0 9
IMC (Kg/m?) <25 4 16 2 10 6 26
<25 21 84 18 90 17 74
Ocupagio Funciondério regular 14 56 17 85 23 100
Aposentado 11 44 3 15 0 0
Atividade fisica Ativos 16 64 10 50 15 65
Sedentérios 9 36 10 50 7 35
Tabagismo Fumantes 5 20 6 30 4 17
Nao fumantes 13 52 8 40 15 66
Ex-fumantes 7 28 6 30 4 17
Tipo de tratamento  Nenhum 0 0 4 20 23 100
Metformina 10 40 14 70 0 0
Metformina+ outro 8 32 2 10 0 0
Insulina + metformina 7 28 0 0 0 0
Hipertensao Sim 17 68 9 45 0 0
Nio 8 32 12 60 0 0
Dislipidemia Sim 11 44 4 20 1 4
Nao 14 56 17 85 22 96

No grupo controle foram realizados apenas testes bioquimicos e realizado QVRS.
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3.2.  Critérios de inclusao

Individuos com IG e DM2. A classificacdao diagnodstica de pacientes IG e DM2 foi
realizada previamente pelos médicos do CECOM, segundo as Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Diabetes e Endocrinologia (1), conforme a seguir.

Critérios de diagndstico para defini¢io de DM2:

a. Sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal de peso acrescidos de glicemia

casual (a qualquer hora do dia) <200 md/dI;

b. Glicemia de jejum alterada >126 mg/dl;
c. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), realizado 2 horas apds a sobrecarga com
75g de glicose >200 mg/dl.

Critérios para defini¢do de intolerancia a glicose:

a. Glicemia de jejum alterada inferiores ao critério diagnostico para diabetes, porém mais
elevadas que o valor de referéncia normal (<100 a <126 mg/dl);
b. TOTG >140 a <200 mg/dl.

Conforme recomendacdo do Comité de Etica, durante o periodo de estudo, os
participantes foram concomitantemente tratados de suas condi¢des clinicas de acordo com as
diretrizes-padrao, sobretudo no que diz respeito DM2 e IG, e ndo houve qualquer modificacao
da conduta clinica decorrente da participacio no estudo. Também vale salientar que os
individuos que participaram do estudo estavam tomando a medicacdo recomendada pelo

clinico do CECOM ha mais de 12 meses.

3.3.  Critérios de exclusao
Apresentar doengas psiquidtricas severas, cancer, nefropatia, cardiopatias e/ou doengas
pulmonares avancadas, historico de abuso de drogas e/ou dlcool, pressdo arterial

descompensada (sistolica >160 mmHg), diagnéstico de diabetes do tipo 1.

3.4.  Protocolo utilizacdo da alga
A alga Chlorella (Parachlorell beyerinckii CK-5), foi gentilmente cedida pelo
Research Laboratories, Chlorella Industry Co. Ltd., Fukuoka, Japao. Duas doses de Chlorella
foram utilizadas neste estudo. Nos 6 primeiros meses, 8 comprimidos (1,6g) e nos 6 meses
finais, 15 comprimidos (3g) de Chlorella foram ingeridos com dgua diariamente por cada
voluntdrio durante o café da manha. As avaliacdes clinicas foram realizadas no inicio do

estudo (TO) e 6 (T6) e 12 (T12) meses apds a ingestao da alga. Para a avaliacdo da microbiota
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intestinal, as coletas de fezes foram realizadas antes do inicio do estudo (TO) e 1 més (T1)

apos o inicio da ingestdao de 3g de Chlorella/ dia.

3.5. Coleta de sangue periférico e fezes

O sangue periférico foi coletado em tubo seco para obtenc¢do do soro, tubo com 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para realizacdo de hemograma, tubo com citrato para
quantificagdo de glicemia de jejum. O soro foi congelado em -20°C para realiza¢do posterior
dos parametros bioquimicos, metabdlicos e inflamatérios. A coleta de fezes para o estudo da
microbiota intestinal foi realizada contando com a facilidade de um protetor de assento estéril
(Coloff® cat. n° 1001-CO) e frasco contendo liquido estabilizador de DNA de fezes (Stratec
Biomedical cat. n® 1038111300). O propésito de coleta diferenciada é obtencao de DNA
bacteriano integro de alta qualidade e evitar contaminacdo. Os pacientes foram orientados a
urinar imediatamente antes da coleta das fezes para minimizar a contaminagdo, encaixar o
protetor de assento estéril no assento do vaso sanitdrio, sentar-se no assento sanitdrio e, apds
evacuagdo (as fezes ficam retidas no protetor), transferir uma pequena quantidade de fezes
para o frasco contendo o liquido estabilizador de DNA. Ao final, foram orientados a tampar
bem, proteger com folha de papel aluminio, manter em temperatura ambiente (TA) e entregar

a amostra no dia seguinte no CECOM.

3.6. Avaliacdo da qualidade de vida relacionada a saiide (QVRS)
A avaliacdo da qualidade de vida foi realizada com a utilizacdo do questionario Short-
Form Health Survey (SF-36) (Anexo 3). Formado por 36 questdes, que abrangem 8 dominios,
cada dominio avalia: (93; 162-163).
» Capacidade Funcional: limitacdo devido a saude fisica em todas as atividades
diarias, desde as mais rigorosas as mais simples;
* Aspectos fisicos: problemas no trabalho e outras atividades devido a sadde fisica;
* Dor: presenca ou auséncia de dor incapacitante;
+ Estado geral de satde: percep¢do do individuo quanto a sua saude;
 Vitalidade: presenca ou auséncia de fadiga;
* Aspectos sociais: interferéncia da saude fisica e emocional nas atividades sociais;
* Aspectos emocionais: problemas no trabalho e outras atividades devido a aspectos
emocionais;

+ Sadde mental: frequéncia de sentimentos como nervosismo, tristeza, paz e felicidade.
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Cada dimensao € avaliada de modo independente e apresenta um escore que varia de 0
a 100, sendo 0 a representacdo do pior estado de satide e 100, do melhor. Esse questionério
enfatiza a percep¢ao do individuo sobre sua satide no periodo de 4 semanas anteriores ao
momento da coleta de dados (163). O tempo aproximado para o que os pacientes preencham o
formulario € de 15 minutos, e foram realizados no TO, T6 e T12. O calculo de cada escore

segue procedimento padrao (Anexo 4).

3.7.  Citocinas

Os niveis de IL-6 (BD - 555220), IL-1B8 (R&D — DY201), IL-8 (R&D — DY208),
MCP-1 (R&D — DY279), TNF-a (BD - 555212) e IL-10 (BD - 555157) foram determinados
no soro dos voluntérios pelo método de ELISA, utilizando-se kits comerciais Resumidamente,
placas de microtitulacdo foram revestidas com o anticorpo monoclonal de captura. Apds 12
horas a TA as placas foram lavadas e incubadas por 1 hora, TA com solu¢do de bloqueio
contendo PBS e albumina sérica bovina. Apds lavagem, as amostras (soro dos pacientes) e 0s
padrdes foram adicionados e a placa foi incubada por 2 horas, TA. O anticorpo monoclonal de
deteccao foi adicionado aos pocos e deixado por 2 horas TA. Apds incubagcdo com avidina
peroxidase durante 30 minutos, o substrato (H2O» e TMB - tetrametilbenzidina) foi
adicionado e uma colora¢do azul se desenvolveu dentro de um periodo de 20 minutos. A
reacdo de coloracdo foi interrompida adicionando-se H>SO4 2N e a leitura foi realizada em
leitor de microplacas a 450nm. Os niveis dos fatores estudados foram calculados a partir dos
valores de referéncia obtidos com uma curva padrdao construida com concentracdes

conhecidas dos padrdes, de acordo com instrucdes do fabricante.

3.8. Adipocinas
Os niveis de leptina (R&D — DY398), resistina (R&D — DY1359) e adiponectina
(R&D — DY1065) foram determinados no soro dos voluntdrios pelo método de ELISA

(conforme descrito no item 3.7), utilizando-se kits comerciais.

3.9. Dosagem de incretinas e glucagon
Para a quantificagdo de GLP-1 e GIP foram utilizados os kits comerciais EIA-GLP-1 e
EIA-GIP da marca RayBiotech, respectivamente. Para glucagon, foi utilizado kit DY 1249 da
R&D. Todos os kits utilizam de método de ELISA, e dosam os parametros a partir do soro

dos voluntarios, conforme descrito no item 3.7.



32

3.10. Microbiota intestinal

Nesta avaliacdo fezes de 15 individuos do grupo DM2 foram estudadas. As amostras
fecais foram coletadas na residéncia dos participantes. Apds a entrega, foram mantidas sob
refrigeracdo (7°C) por no maximo 24 horas antes da extragdo do DNA bacteriano. Para a
extracdo do DNA bacteriano das fezes, utilizamos o kit PSP Spin Stool DNA plus (Stratec
Biomedical cat. n° 1038110300), o qual garante maior aproveitamento e estabilidade da
amostra. As sequéncias de primers utilizadas foram V3-341
(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG) e V4-
T85(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACVGGGTATCTAATC
C), considerando que a regido *Barcode, varia para cada amostra composta em uma corrida
de sequenciamento. A sequéncia em itdlico corresponde ao adaptador Nextera® transposase
sequences A e B e a sequéncia em negrito correspondem aos iniciadores de ampla utiliza¢do
341F e 785F respectivamente.

A composicdo taxondmica das comunidades bacterianas foi obtida pela andlise da
regido V3 E V4 do gene 16S rRNA usando a plataforma Illumina® MiSeq. As construcoes
das bibliotecas de sequenciamento do DNA foram realizadas segundo instrugdes do fabricante
(Illumina, San Diego, CA, USA) e seguiram o mesmo fluxo descrito por Caporaso et al.
(2012). Usando leituras pareadas de 300 bp e reagentes MiSeq v3, as extremidades de cada
leitura sdo sobrepostas para gerar leituras completas de alta qualidade da regido V3 e V4. Séo
geradas mais que 100.000 leituras por amostra, comumente reconhecidas como suficientes
para pesquisas metagendmicas. O sequenciamento foi realizado antes e depois da utilizagdao
da alga.

Para a analise de bioinformdtica, as seguintes ferramentas foram utilizadas na
andlise:

. Avaliagao de qualidade: FastQC

. Anélise de microbioma: QIIME

. Identificacdo OTU (pick_open_reference_otus), com OTUs de referéncia
Greengenes (versao 13.8)

. Grificos de diversidade: graficos de barras de taxonomia, graficos de PCoA,
curvas de rarefacdo (core_diversity_analyses)

. Graficos Adicionais: RStudio

. Heatmaps (gplots, Heatplus, vegan, RColorBrewer)

. Dendrogramas (lyr, ape, ggplots2, hclust)
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. Diagramas de Venn (sparcl, VennDiagram)

As seguintes métricas foram utilizadas para a diversidade alfa:

. chaol

Estima a riqueza da contagem de dados

. observado_otus

Calcula o nimero de OTUs distintas entre os grupos

. PD_whole_tree

Métrica quantitativa para estimar a diversidade filogenética entre os grupos

As seguintes métricas foram utilizadas para a diversidade beta:

. weighted_unifrac

Métrica quantitativa que avalia as diferencas entre as comunidades devido a
abundancia taxondmica

. unweighted_unifrac

Métrica qualitativa avaliando as diferengas entre as comunidades devido a fatores

diferentes da abundancia taxondmica. Com base na presenca / auséncia de tdxons em amostras

3.11. mi-RNA
Nesta avaliacdo, 20 amostras do grupo DM2 e 20 amostras do grupo IG foram

estudados.

3.11.1. Extracao de mi-RNA de soro

Apés a coleta de sangue dos pacientes e separagdo do soro, as amostras foram
congeladas em —20° C até o momento da extracdo do mi-RNA. A extracdo foi realizada
utilizando-se o kit mi-RNA easy Serum/Plasma (Qiagen, cat n° 217184) para soro ou plasma.
Este kit combina a lise a base de fenol/guanidina das amostras e purificacdo a base de silica de
RNA total. O reagente, incluido no kit, € uma solucdo monofésica de fenol e guanidina
tiocianato, concebido para facilitar a lise, desnaturar complexos de proteinas e RNases, e
também para remover a maioria do DNA residual e proteinas da lisado por extra¢do organica.
As instrucdes do fabricante foram seguidas, conforme figura 1. Para controle de qualidade da
etapa de extracdo, o Spike-in-control (mi-RNA-39) foi adicionado. A concentracio e a pureza

serdo avaliadas utilizando-se o espectrofotdmetro Nanodrop®.
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Soro dos
pacientes

#=  Adicione o reagente de
I' fenol/guanidina

4=  Adicione Cloroférmio e agite

Separacdo de duas fases

Adicione etanol na fase aquosa

Ligacdo do RNA total a membrana

Lavar

Eluato

RNA total incluindo microRNAs

*quf 4 il 9 =t — &=t 9

Figura 1: Esquema de procedimento de extracdo de RNA total. Adaptado do handbook do
kit.
3.11.2. Transcricao reversa do cDNA

Para a transcricdo reversa do RNA extraido na etapa anterior, utilizamos o kit
miScript® II RT (Qiagen, cat n® 218161). Para a transcri¢do reversa utilizamos 100ng de
RNA. Resumidamente, foi adicionado o volume correspondente de 100ng por amostra a
eppendorf RNA-DNA free, em seguida foi adicionado 4 pLL de 5x miScript HiSpec Buffer, 4
pL de mix de nucleotideos, 2 uL miScript® mix de transcriptase reversa e agua RNA-free
volume suficiente para completar o volume de 20 pL de rea¢do. Cada amostra foi incubada
por 60 minutos a 37°C em banho seco, e sem seguida a temperatura foi aumentada a 95°C
para inativar o miScript® mix de transcriptase reversa. Em seguida as amostras foram
mantidas em gelo até a utilizacio no PCR-array. A etapa de transcri¢do reversa sempre foi

realizada no mesmo dia que em a placa de PCR-array era preparada para leitura.
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3.11.3. PCR-Array
O mi-RNA-375 e mi-RNA-126 foram avaliados através do kit miScript® mi-RNA
PCR Array (Qiagen, Valencia, CA, USA). Foi utilizado placa customizada com os mi-RNAs
de interesse, com os controles de reagdo (extracdo, transcri¢do e da corrida de PCR) e mi-

RNA endégenos. Conforme tabela 3.

Tabela 2: Desenho da placa de PCR-array para a pesquisa de mi-RNA 126 e mi-RNA 375.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 [ SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

I|®@(m|m|o|lOo|m| >

mir-126 | mir-375 | RNU6-P | SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 [ SNORD95 | SNORD96A | miRTC | mir-39 | mir-39 | PPC

Ao cDNA obtido na etapa anterior foram adicionados 200 pL de d4gua RNA-free para
dilui¢do adequada, conforme instru¢des do fabricante. Para cada amostra foi utilizado 1375
pL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 275 pL. 10x miScript Universal, 1000
pL de agua RNA-Free e 100 uL de amostra para compor a reacdo. As condi¢des para a
ciclagem foram 15 minutos a 95°C, 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a
70°C, durante 40 ciclos, em termociclador Applied Biosystems. Os dados foram analisados

com software especifico.

3.12. Pardmetros bioquimicos

3.12.1. Colesterol e fracoes, e niveis de triglicerideos

As andlises foram realizadas com Kkits colorimétricos comerciais (Labtest Diagndstica,
Minas Gerais). Todas sdo reacdes de ponto final com leitura da absorbancia em comprimento
de onda de 500 a 510 nm, exceto a determinacdo de LDL, a qual é caracterizada por duas
fases. Na primeira, um surfactante especifico presente no Reagente 1 solubiliza os
quilomicrons, as HDL e as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). O colesterol
solubilizado € consumido pela agdo da colesterol esterase (CE) e colesterol oxidase (CO)
resultando numa reacdo ndo formadora de cor. Na fase seguinte, um surfactante presente no

Reagente 2 solubiliza o colesterol da LDL, o qual € hidrolisado pela CE a colesterol livre e
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acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela CO. Em seguida, ocorre uma reacdo de
acoplamento entre peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e disulfobutilmetatoluidina
sodica (DSBmT), catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina que tem maximo
de absorbancia em 546 nm. A intensidade da cor formada € diretamente proporcional a

concentracdo do determinante na amostra.

3.12.2. Glicemia de jejum
Brevemente, a glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo da glicose para acido
gliconico e peréxido de hidrogenio. Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase (POD), o per6xido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja
absorbancia medida em 500 nm, € diretamente proporcional a concentragdo de glicose na

amostra.

3.12.3. Hemoglobina glicada (HbA1c)

A determina¢do da HbAlc foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A CLAE ¢ uma metodologia de ponta padronizada para determinaciao de
HbAc e baseia-se na separacdo cromatografica de alta eficiéncia da HbAlc utilizando como
fase estaciondria uma coluna de troca idnica onde o equipamento proporciona a coluna
gradiente programado de tampao de forca i0nica crescente, sendo as Hbs separadas com base

nas respectivas interagdes idnicas com o material da coluna (116,117).

3.12.4. Concentracao de insulina
Foi realizada com kit comercial pelo método imunoenzimatico (ELISA), conforme

orientagdes do fabricante (descrito no item 3.7).

3.12.5. Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance
O Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance (HOMA- IR) € um modelo
matematico que se baseia na interagdo da glicose com a insulina. Este indice indica o grau de
combinacdo de uma dada hiperglicemia com concentragdes basais de insulina baixa, normal e
elevada (118). O HOMA- IR tem sido proposto como um método para avaliar a sensibilidade
ou resisténcia a insulina e a fun¢do das células B, a partir das concentragdes de insulina e

glicose de jejum, utilizando a seguinte férmula:
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HOMA-IR = insulina (uU/mL) x glicose (mmol/L)
22,5

Os valores de HOMA-IR determinam a eficidcia das concentragdes de insulina de
jejum em equilibrio para regular a glicose sanguinea. Valores acima de 2,71 indicam um

quadro de resisténcia a insulina (118).

3.12.6. Quantificacao de acidos graxos livres
Os niveis séricos de 4cidos graxos livres (AGLs) foram analisados utilizando NEFA -
kit-U (Wako quimicos, Neuss, Alemanha) com dcido oleico como padrio, por método

colorimétrico, seguindo as especificacdes do fabricante.

3.12.7. Quantificacao de corpos cetonicos
A determinacdo de corpos cetOnicos foi realizada utilizando o ensaio colorimétrico
(Cayman Chemical Company, N°700190, Ann Arbor, MI, Estados Unidos) com -

hidroxibutirato como padrao, seguindo as especificacdes dos fabricantes.

3.13. Analise estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se GraphPad Instat5 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Utilizou-se o fest t pareado, ndo paramétrico,
Wilcoxon, para as andlises entre TO e T1 (microbiota), TO e T6, e TO e T12. Para as anélises
de correlacdo foi utilizado Spearman. Todos os testes com significancia de 95% (P<0,05)

foram considerados.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da qualidade de vida relacionada a saiide (QVRS)
No grupo DM2, em T6 e T12, foi observado melhora significativa (P <0.05; t test) nos
dominios limitacao por aspectos fisicos, dor, estado geral da saide, vitalidade, aspectos
sociais e saide mental (Figura 2). Os escores para os dominios (média e desvio padrdo) em

TO, T6 e T12 estdo na tabela 3.

100 + oTooTemTI2

80 - * * * **

Capacidade Limitagao por Dor Estado geral da Vitalidade  Aspectos sociais Aspectos Saude mental
Funcional aspectos fisicos saude emocionais

Figura 2: Médias dos escores de cada dominio do SF-36 do grupo DM2 em TO, T6 e T12.
*P<0,05.

Tabela 3: Média e desvio padrdo dos escores em cada dominio do SF-36 do grupo DM2, IG e
CT em TO, T6 € T12 de uso da Chlorella.

DM2 IG CT
Dominios TO T6 TI2 TO T6 TI2 TO T6 T12
Capacidade Funcional 69428 76+22 77424 85+16 88+19 87+23 92412 95+10 89+12
Limitag@o por aspectos fisicos 58+44 77+36 84+30 75433 82428 92425 90+17 90+21 8727
Dor 59432 76+21 69425 64423 78+21 84+19 T73+£21 82417 74424
Estado geral da sadde 59+24 72+16 70+17 70£17 7416 78+19 90+11 82+15 90+12
Vitalidade 51824 72419 69+21 67+21 73+16 81+14 57422 67+23 7014
Aspectos sociais 58+30 84+19 78+23 T6+23 77424 88116 T6+£22 82+14 8314
Limitacdo aspectos
emocionais 59445 79+29 74442 72437 80+35 92426 77431 82435 82431
Satde mental 65+27 81+15 76x19 67+20 80+16 83+14 72+18 78+15 82+10

No grupo IG em Té6 e T12, foi observado melhora significativa (P <0.05; t test) no

dominio saide mental. Em T12, além da melhora no dominio saude mental, foi observado
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melhora significativa (P <0.05; t test) em outros 3 dominios: dor, estado geral da saide e
vitalidade (Figura 3). Como esperado para o grupo IG, a QVRS em TO era maior quando
comparado com o grupo DM2. Os escores para os dominios (média e desvio padrdao) em TO,

T6 e T12 estao na tabela 3.

100 - oTooTemTi12
* *
1 * *
80 A hd
© 60
]
o
|
40 1
20 1
0
Capacidade Limitacé@o por Dor Estado geral da Vitalidade  Aspectos sociais Aspectos Saude mental
Funcional aspectos fisicos saude emocionais

Figura 3: Médias dos escores de cada dominio do SF-36 do grupo IG em TO, T6 e T12.
*P<0,05.

No grupo CT, vitalidade, satide mental e aspectos sociais foram significativamente
(P <0.05; t test) melhores, sendo os dois primeiros ja detectados em T6 (Figura 4). Os escores
para os dominios (média e desvio padrao) em TO, T6 e T12 estdo na tabela 3. Como esperado,
demonstracdes de baixa QVRS foram consideravelmente menores no grupo CT quando

comparado com os grupos DM2 e IG.

1007 oTooTemTi2
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Capacidade Limitagédo por Dor Estado geral da Vitalidade  Aspectos sociais Aspectos Saude mental
Funcional aspectos fisicos saude emocionais

Figura 4: Médias dos escores de cada dominio do SF-36 do grupo CT em TO, T6 e T12.
*P<0,05.
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4.2. Niveis séricos de citocinas

Em T6, os niveis séricos de TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-1p foram significativamente
(P<0,05) menores para os grupos DM2 e IG. Os niveis de IL-8 foram reduzidos
significativamente (P<0,05) no grupo IG em T6/ T12. Em T12, os niveis reduzidos de TNF-a,
IL-6 e MCP-1 foram mantidos em ambos grupos, enquanto que IL-1§ observou-se redugdo

apenas para o grupo IG. Quanto aos niveis de IL-10, o uso da alga promoveu aumento

significativo (P<0,05) apenas em T6 nos grupos DM?2 e IG (Figura 5).
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Figura 5: Niveis séricos das citocinas TNF-q, IL-6, IL-1p, MCP-1, IL-8 e IL-10 do grupo
DM2 e IG em TO, T6 e T12 (¢ test, Wilcoxon). ¥*P<0,05 em relagdo ao TO Do grupo DM2; **
P<0,05 em relac@o ao TO do grupo IG.

4.3. Niveis séricos de adipocinas

Em T6, o uso da Chlorella promoveu aumento significativo (P<0,05) de adiponectina
nos grupos DM2 e IG, e reduziu significativamente (P<0,05) os niveis de leptina apenas no

grupo DM2. Em T12, os niveis de leptina e resistina foram significativamente menores em

ambos grupos (Figura 6).
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Figura 6: Niveis séricos de adiponectina, leptina e resistina do grupo DM2 e IG em TO, T6 e
T12 (¢ test, Wilcoxon). *P<0,05 em relacdo ao TO Do grupo DM2; ** P<0,05 em relagcdo ao
TO do grupo IG.

4.4. Niveis séricos de glucagon e incretinas intestinais

Em T6, os niveis de GLP-1 foram significativamente (P<0,05) maiores e os niveis de
glucagon foram significativamente (P<0,05) menores tanto no grupo DM2 quanto no IG,

enquanto que os niveis de GIP foram significativamente (P<0,05) maiores apenas no grupo
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IG. Em T12, em ambos grupos, GLP-1 e GIP apresentaram aumento significativo (P<0,05)

enquanto que glucagon apresentou diminui¢do significativa (P<0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Niveis séricos de GLP-1, GIP e Glucagon dos grupos DM2 e IG em TO, T6 e T12 (¢
test, Wilcoxon). *P<0,05 em relacdao ao TO Do grupo DM2; ** P<0,05 em relacdo ao TO do
grupo IG.

4.5. Correlacao entre SF-36 e niveis citocinas e adipocinas

Correlagdo entre a habilidade da alga em promover melhora na QVRS e reduzir os
niveis de citocinas pré-inflamatérias e adipocinas estd apresentada na figura 8 e 9. Nossos
resultados demonstraram que quanto menor os niveis de citocinas pré-inflamatdrias, maiores
os escores obtidos nos dominios avaliados pelo SF-36 no grupo DM2. Em T6, menores niveis
de MCP-1, IL-1p e IL-8 (todos apresentaram correlacdo negativa moderada)
correlacionaram-se com melhores escores no dominio capacidade funcional; menores niveis
de leptina correlacionaram-se com melhores escores de dor, vitalidade e satide mental

(todos apresentaram correlagdo negativa moderada); e quanto menores os niveis de IL-6
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melhores os escores obtidos no dominio limitacdo por aspectos fisicos (correlacdo negativa

moderada) (Figura 8).
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Figura 8: Correlacdo entre os dominios do SF-36 e niveis de citocinas/adipocinas alterados
significativamente no grupo DM2 em T6 (Correlacdo de Spearman).

Em T12, niveis maiores de IL-10 (correlagdo positiva moderada) em associacdo com

niveis reduzidos de TNF-a (correlacdo negativa moderada) levam a escores maiores no

dominio estado geral da satide. Além disso, niveis menores de MCP-1 correlacionam-se com

melhores escores nos dominios capacidade funcional ¢ limitacdo por aspectos fisicos (

correlacdo negativa moderada em ambos) (Figura 9).
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Figura 9: Correlagdo entre os dominios do SF-36 e niveis de citocinas alterados
significativamente no grupo DM2 em T12 (Correlagdo de Spearman).
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4.6. mi-RNA
A suplementagdo da dieta com Chlorella ndo alterou a expressao do mi-RNA-126 e do

mi-RNA-375 nos grupos DM2 e 1G (Figura 10).
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Figura 10: Expressao relativa do mi-RNA-126 e mi-RNA-375 antes e depois da utiliza¢do da
alga Chlorella do grupo DM2 e IG (test t, Wilcoxon).

4.7. Microbiota Intestinal
Foi realizado sequenciamento génico das bactérias presentes nas fezes do grupo DM2,

realizado antes de utilizar Chlorella (T0O) e ap6s 1 més (T1) da utilizacdo de 3g/dia da alga.
Nossos resultados preliminares confirmam que os dois filos mais presentes entre as bactérias
sd0 os Bacteroidetes e Firmicutes (na propor¢ao de 42.6% e 45.2%, respectivamente),
seguidos por Actinobateria, Cyanobateria, Elusimicrobia, Fusobacteria, Lentisphaerae,

Proteobacteria, Synergistetes, Tenericutes € Verrucomicrobia (Figura 11).
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B . S
T0 T1

Actinobateria 0,7 0,5
Cyanobateria 0,3 0,3
Elusimicrobia 0,0 0,1
Fusobacteria 0,8 1

Lentisphaerae 0,3 0,1

Proteobacteria 6,8 5,1

Synergistetes 0,2 0,2

Tenericutes 0,3 0,4

Verrucomicrobia 2,8 3,6

Bacteroidetes 42.6 37,5
TO T1

Figure 11: Porcentagens dos principais filos de bactérias presentes em amostras de fezes do
grupo DM2, antes e depois da utilizacdo de Chlorella.

O consumo didrio de Chlorella por 30 dias promoveu reducio significativa (P<0,05)
do filo Bacteroidetes, que estd aumentado no DM?2 (82), e ndo alterou o filo Firmicutes,

normalmente diminuido no DM2 (82) (Figura 12).
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Figura 12: Porcentagem de Bacteroidetes e Firmicutes em amostras de fezes do grupo DM2,
em TO e T1 apds o uso de Chlorella (teste t seguido de Wilcoxon). *P<0,05.



4.8. Parametros Bioquimicos

Os parametros bioquimicos avaliados ndo apresentaram alteracdo estatisticamente significativa durante o tempo de estudo (Tabela 3).

Tabela 4: Parametros bioquimicos avaliados durante o periodo de estudo.

Glicose (mg/dL)

Insulina (WUI/mL)
HOMA- IR

HbAlc (%)

Colesterol (mg/dL)

LDL (mg/dL)

HDL (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)
Acidos graxos livres (mEq/L)
Corpos cetonicos (mEq/L)
ALT (U/L)

AST (U/L)

T4L (ng/dL)

TSH (uUI/mL)

Ferro (ug/dL)

Ferritina (ng/mL)
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DM2 IG CT
TO T6 T12 TO T6 T12 TO T6 T12
119433 123+£38 139478 108+24 105+12 102+12 867 84+7 83+8
14+8.,9 17+13 1949 13+6 1346 1545 8+4 8+4 9+8
5,4£7.,6 5,35 5,8+6,5 3,7£1,8 3,72 3,944 20,9 2+1 2+0,5
7,84£2,5 7,6£2 7,7£2,3 6,1%1 60,7 6+0,5 5,4+0,5 5,5+0,4 5,5+£0,4
172438 166+39 169+35 182+38 179431 170+26 188+35 182+36 184+40
94+29 91+34 91431 104+24 108+29 97+25 110£31 109+£28 112431
50£9 47+9 48+8 42+11 40+9 40+9 55+13 52+12 5049
148+78 141+66 160+129 173£78 156+68 195+122 106+43 106+53 108+49
0,39+0,178 0,38+0,137  0,32+0,177 0,38+0,156 0,41+0,172 0,33+0,104 0,35+0,143  0,28+0,121 0,29+0,140
0,04+0,008 0,05+0,012 0,04+0,0016 0,12+0,037  0,1+0,035 0,12+0,056 0,1+£0,051 0,008+0,025 0,06+0,027
2012 20+11 23+18 2349 2348 2246 1849 1849 16+6
1947 20£15 23425 2045 20+4 19+4 1945 1945 18+4
1,2+0,2 1,2+0,2 1,2+0,2 1,3+0,2 1,2+0,2 1,240,2 1,2+0,2 1,2+0,2 1,2+0,2
2,9£1,5 3,4£1,5 3,3+1,5 3,3+1,7 3,2+¢1,8 2,9+¢1,8 2,623 3,659 2,3+1
92432 84+28 94426 106+34 93430 101+40 111+36 10631 108+48
1954230 2004291 206+329 3524350 3424316 2934283 99+70 121+89 119+100
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5. DISCUSSAO

Esta bem estabelecido que o DM?2 consiste de um estado de inflamagdo sistémica
crOnica de baixo grau envolvido na resisténcia a insulina e caracterizado por aumento nos
niveis circulantes de citocinas pré-inflamatérias e reducdo nos niveis de citocinas anti-
inflamatorias, o qual é acompanhado de perda significativa na qualidade de vida (14—-16,59).
No presente trabalho observamos que o uso de Chlorella, nas doses de 1,6g e 3g/dia, por um
periodo de 12 meses, em individuos portadores de IG e DM2 aumentou significativamente a
qualidade de vida relacionada a saide (QVRS) nos dois grupos estudados. Nao houve
diferenca estatistica na resposta as duas doses utilizadas. Paralelamente, o uso da alga reduziu
os niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-1pB, IL-8) e
aumentou os niveis reduzidos de citocinas anti-inflamatorias (IL-10). Um aspecto importante
foi a correlacdo entre a melhora na QVRS e a modulagdo nos niveis de citocinas pré- e anti-
inflamatérias produzidos pela alga. Outro aspecto interessante, embora esperado, foi a
melhora na qualidade de vida no grupo controle, o que reforca a importante atividade
adaptogénica e anti-stress da alga, j4 bem comprovada em estudos do nosso laboratorio (7—
9,26-32) e da literatura (10-13,19).

Virios fatores afetam a QVRS de pacientes com DM, como limita¢des na capacidade
funcional, fisica e emocional, presenca de dor, fadiga, depressdo, além do cuidado didrio
necessario para o controle adequado de glicemia, preocupacdo relacionada com as
complicacOes decorrentes da doenga, com a dieta e com a rotina necessdria de
exercicios (119). Portanto, € importante que a melhora na QVRS destes pacientes seja
considerada como um dos objetivos primdrios no tratamento da doenca (120,121). Nesse
sentido, o questiondrio SF-36, utilizado no presente estudo, € um instrumento considerado
genérico que avalia a qualidade de vida sob oito aspectos diferentes (122,123). Nossos
resultados mostram que 6 dominios no grupo DM2, 4 dominios no grupo IG e 3 dominios no
grupo CT do questiondrio SF-36 mostraram melhora com o uso da alga. Como esperado, a
melhora foi mais pronunciada no grupo DM2 do que no grupo IG, uma vez que no quadro
clinico de IG, um estdgio intermedidrio no desenvolvimento de DM2 (124), os individuos ndo
tém tantas limitagdes fisicas e emocionais decorrentes da doenga quanto no DM2. A andlise
estatistica da correlacdo entre os dominios do SF-36 (capacidade funcional, dor, vitalidade,
saude mental, limitacdo por aspectos fisicos e estado geral da saide) e os niveis das citocinas

e adipocinas estudadas (TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-1B, IL-8 e leptina), revelou correlacdo
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negativa moderada entre eles, ou seja, quanto mais reduzidos os niveis de
citocinas/adipocinas, maiores os escores obtidos nos dominios do SF-36. Esses resultados
demonstram a importancia da modulacio anti-inflamatéria da Chlorella no aumento da QVRS
(figura 8 e 9). O impacto do uso da Chlorella na QVRS foi demonstrado na literatura em
outras condicdes clinicas, como cancer de mama, hepatite C e depressao maior. Em estudo
realizado com mulheres com cancer de mama, demonstrou-se que a suplementacdo com
extrato aquoso de Chlorella (7,2g/dia/4 semanas) melhora a qualidade de vida das pacientes,
representada pela melhora da disposicdo e na hidratagdo da pele (79). Em outro estudo
realizado com pacientes com hepatite C cronica, a Chlorella foi administrada em dose de
9,4¢g/dia durante 12 semanas. Os pacientes relataram melhora nos niveis de energia e na
percep¢do de saude geral durante o periodo de estudo (77). Em 2015, um trabalho piloto
mostrou evidéncias clinicas sobre a eficdcia e seguranca da terapia adjuvante com extrato
de Chlorella (1,8g/dia/6semamas) no controle dos sintomas fisicos e cognitivos da depressao,
bem como sintomas de ansiedade em pacientes depressivos (125). E importante ressaltar que
ja foi discutido pela literatura, que a melhora da qualidade de vida reflete positivamente na
adesdo ao tratamento, reduzindo as taxas de morbimortalidade e a progressdo da diabetes
(126).

A associacdo entre hiperglicemia, inflama¢do e complicacdes em diabetes estd bem
estabelecida na literatura (127). Niveis de citocinas pré-inflamatdrias e de adipocinas estdo
diretamente relacionados ao influxo de glicose para os tecidos e consequente aumento na
circulacdo. A perda da homeostase glicémica € agravada pela reduc@o nos niveis séricos de
IL-10 e adiponectina, fatores que atuam em prol do metabolismo glicémico
adequado (15,16,49,53,128). As citocinas sdo produzidas por diferentes tipos de células e
secretadas na circulacdo, onde regulam a funcdo de diferentes tecidos através de suas agdes
locais, centrais e periféricas (129). Das citocinas avaliadas neste estudo, IL-6 € uma citocina
multifuncional que participa de vérios processos bioldgicos e € secretada por varios tipos
celulares, principalmente células T, macréfagos, células endoteliais, células musculares lisas,
adipdcitos e hepatdcitos (130,131), podendo interferir na atividade da insulina e influenciar a
disfuncdo endotelial, principalmente no processo inicial de aterosclerose (132). TNF-a é uma
potente citocina pré-inflamatdria, secretada principalmente por células mieldides via ativagao
de MAPK e NF«B, resultando na liberagdo de outras citocinas inflamatorias, tais como IL-1f3
e IL-6 (133). MCP-1 favorece a migracdo celular, principalmente de macréfagos, para o

tecido adiposo, bem como a polarizacio de macréfagos para o fendtipo M2-alternativo,
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aumentando e mantendo o sinal inflamatério (134,135). IL-1p estd relacionada com a morte
de células P (136), além de estar correlacionada a doencas cardiovasculares decorrentes do
DM?2, obesidade e dislipidemia (137). IL-8 estd envolvida na imunidade sistémica, infiltragao
de macréfagos no tecido adiposo e desempenha papel significativo na patogénese da DM2 e
aterosclerose (138), estando correlacionada com  complicacdes decorrentes da
hiperglicemia (139). E finalmente, IL-10 é uma citocina com efeitos predominantemente anti-
inflamatérios e imunossupressores, produzida principalmente por células T e B, mondcitos e
macréfagos (140). Niveis aumentados/normais de IL-10 sdo fundamentais no controle
glicémico, uma vez que possui a capacidade de sensibilizar o organismo frente a agdo da
insulina (53).

No presente estudo, observamos a habilidade moduladora da alga de reduzir os niveis
séricos aumentados de TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-8, MCP- 1, aumentados nos grupos DM2 e IG
e, paralelamente, aumentar os niveis reduzidos de IL-10, observado nestes dois grupos. O
aumento de IL-10 foi observado na avaliacdo realizada no periodo de 6 meses (T6) de uso da
alga, ndo sendo observado em T12, o que parece reforcar o potencial adaptogénico da alga.
Esses resultados corroboram estudos anteriores do nosso laboratério em modelo de
experimental de obesidade/DM2 (8,9), os quais mostraram a capacidade da Chorella de
restaurar os niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, [FNy, IL-1a, MIF,
MCP-1 e TGF-pB) e os niveis reduzidos de IL-10 (9) para os valores observados no grupo
controle. Sabe-se que o aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias estimula as
enzimas I-kappa- (IKB) quinasa-B e IKKa, as quais, através da fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina em residuo de serina (IRS-1%P%7), ativam o fator nuclear kappa B (NF-
kB) responsavel pela promog¢do de resisténcia a insulina (141-143). Em estudo pioneiro do
nosso laboratorio, em modelo experimental de obesidade/DM?2 (7), observamos a capacidade
da Chlorella de reduzir no figado, musculo esquelético e tecido adiposo, os niveis de
fosforilagio de IRS-1%"%7  a qual é utilizada como marcador de resisténcia a insulina (7).
Estes resultados mostram que a alga pode regular as func¢des da IRS-1 através de um
equilibrio delicado entre a fosforilagdo “positiva” de IRS-1 em tirosina versus a fosforilacao
“negativa” de IRS-1 em serina, em combina¢do com um efeito modulador na produgdo de

citocinas (figura 13).
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Figura 13: (A) Na resisténcia a insulina ocorre ativac¢ao das vias inflamatérias JNK e NF-kB,
as quais sdo serinas quinases que levam a fosforilagdo em serina do IRf e IRS e consequente
diminuicdo da translocacdo do GLUT-4 para a membrana, com reducdo da captacdo de
glicose e consequente hiperglicemia. (B) Em presen¢a da Chlorella, com a redugdo na
ativacdo pré-inflamatoria, a ativacdo de JNK e NF-kB e a transcri¢cdo de fatores soluveis pro-
inflamatoérios sdo reduzidas, além de restaurar o processo normal de fosforilacdo do IRS-1 em
residuos de tirosina no figado, muisculo esquelético e tecido adiposo.

Em relacdo as adipocinas, os niveis de leptina foram significativamente reduzidos em
T6 e T12 no grupo DM2 e em T12 no grupo IG. Entre outras fungdes (144,145), a leptina
desempenha papel importante na regulacdo da homeostase da glicose (146), além de ser
regulador negativo do peso corporal, ingestdo alimentar e gasto energético. Obesidade e DM2
estdo associadas ao aumento dos niveis plasmadticos de leptina, o que favorece a hiperglicemia
e da suporte ao conceito de resisténcia a leptina (147). Altos niveis de leptina foram
relacionados a ativagdo do sistema nervoso simpdtico, disfun¢do endotelial, insuficiéncia
cardiaca e aterosclerose (148). Outra adipocina importante, a resistina, aumentada no DM2 e
na obesidade, leva ao aumento na producdo hepdtica de glicose e agrava o quadro de
hiperglicemia (149—-151). Também estimula macréfagos a sintetizarem e secretarem citocinas

pro-inflamatorias, aumentando a ativacdo de vias inflamatorias (152). Em presenca da

Chlorella observamos reducdo significativa nos niveis desta adipocina em T12, e uma
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tendéncia ndo significativa de reducdo em T6, nos grupos IG e DM2. Em relacdo
a adiponectina, como no caso de IL-10, o uso da Chlorella produziu aumento nos seus niveis
apenas em T6 nos grupos IG e DM2. Este achado parece relevante ao reforcar a capacidade da
alga de modular a resposta biolégica em busca de homeostase. A adiponectina, diminuida do
DM?2, possui potente efeito antidiabético e propriedades anti-inflamatérias, por inibir a
producdo de IL-6 e induzir a producdo de IL-10 (153,154), além de regular vdrias vias
metabdlicas, as quais culminam em maior influxo de glicose para as células (149,155,156). As
baixas concentracdes de adiponectina estdo fortemente relacionadas com a resisténcia a
insulina e as altas concentracdes com uma maior sensibilidade a insulina € um menor risco de
doenca cardiovascular (129). O aumento induzido pela Chlorella nos niveis de adiponectina é
relevante, devido as suas acOes sensibilizantes a insulina, paralelo a diminui¢do de leptina e
resistina, fatores que perpetuam o quadro inflamatorio, além de estarem relacionados com a
manutencdo da hiperglicemia. Importante ressaltar que maiores niveis de adiponectina e
menores de leptina e resistina ndo contribuem para ocorréncia de complicagdes da doenca.
Nossos achados corroboram um estudo experimental, no qual animais que tiveram a dieta
hiperlipidica suplementada com 5% de Chlorella apresentaram aumento dos niveis séricos de
adiponectina e reducdo dos niveis séricos de leptina, quando comparado com o grupo que nao
recebeu a suplementacdo com a alga (13).

Em relacio a produgdo de incretinas, hormdnios com atividade insulinotropica
produzidos pelo trato gastrointestinal e liberados apds a entrada de alimentos no intestino
(103), o uso da Chlorella levou a um aumento na liberacdo de GLP-1 e GIP e consequente
diminui¢do nos niveis de glucagon nos grupos DM2 e IG. Glucagon € um hormonio contra
regulatério que neutraliza as acdes da insulina promovendo a mobilizacdo de glicose do
figado através de glicogendlise e gliconeogénese, desempenhando papel fundamental para a
manutengdo glicémica em periodos de jejum (157,158). No DM, ocorre a desregulagdo da
secrecdo de glucagon, mesmo em periodos de refeicdo, causando a liberagdo excessiva de
glicose, agravando o quadro de hiperglicemia (103,157). Assim como as células B, as células
o também ndo respondem normalmente aos estimulos oriundos da dieta, levando a secrecdo
exacerbada de glucagon (103). GLP-1 e GIP sdo os principais hormonios secretados pelas
células enddcrinas localizadas epitélio do intestino delgado. GLP-1 diminui a secre¢do de
glucagon pelas células o do pancreas, aumentando a sensibilidade a insulina e sua biossintese,
a proliferacdo e neogénese das células beta, a captacdo e o armazenamento de glicose, a

disponibilidade de insulina na circulagdo, a0 mesmo tempo que reduz a apoptose das células
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beta e a producdo de glicose pelo figado (159,160). Ja o GIP atua em células B estimulando a
secre¢cdo de insulina (103). Portanto, o efeito modulador da Chlorella na produgdo de
incretinas € importante, uma vez que estas constituem importantes reguladores da secrecdao de
hormodnios das ilhotas, concentracdes de glicose, metabolismo lipidico, motilidade intestinal,
apetite e peso corporal e o sistema imunolégico (159) (figura 14). Neste contexto, nossos
resultados corroboram um estudo experimental, no qual Chlorella foi capaz de reduzir os
niveis de glucagon no jejum de forma semelhante ao exendin-4, um agonista de receptores de
GLP-1 resistente a enzima DDP-4, em animais diabéticos que tiveram sua dieta suplementada

com a alga (161).
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Figura 14: Papel fisiolégico das incretinas: apds refei¢des os nutrientes passam pelo intestino
e estimulam as células K e L para a producio de GIP e GLP-1. Ambos atuam nas células beta
para aumentar a secrecdo de insulina, e ainda o GLP-1 diminui a secrecdo de glucagon. No
DM?2, ocorre a desregulacdo da secrecdo de glucagon, estimulando a producdo de glicose
através da gliconeogénese, agravando o quadro de hiperglicemia. A utilizagdo da Chlorella

levou a diminui¢do das concentragdes séricas de glucagon e aumentou os niveis séricos de
GLP-1 e GIP.

Outro aspecto pioneiro do presente trabalho foi a avaliacdo dos efeitos da Chlorella na
microbiota intestinal, a qual consiste da variedade de microrganismos que habitam o trato
gastrointestinal. O equilibrio na composi¢do desta comunidade microbiana é importante para
garantir a homeostase, enquanto que o desequilibrio estd associado com varias doencas, tais
como doencas gastrointestinais, obesidade, DM2, entre outras (82,162). A composi¢do da
populacdo consiste de bactérias, fungos, arqueias, virus e protozodrios (163,164). No entanto,

cerca de 90% dela € constituida por bactérias que pertencem  aos
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filos Bacteroidetes e Firmicutes (165—-167), dados estes confirmados no presente estudo. De
acordo com a literatura, apesar de alguma controvérsia (80,82,86,87,168—171), ha um
aumento na proporcdo de Bacteroidetes em pessoas diabéticas em comparagcdo com
individuos ndo diabéticos. Nossos resultados, cuja avaliagdo ainda estd em andamento,
corroboram indiretamente esta hipdtese, uma vez que o uso de 3g/dia por 30 dias
de Chlorella produziu reducdo na propor¢cao de Bacteriodetes e ndo alterou a proporcao de
Firmicutes, em associacdo a reducdo da resposta inflamatéria e aumento na QVRS. O circulo
vicioso entre a alteracdo da microbiota e a inflamagdo cronica de baixo grau tem sido
considerado fator relevante para o agravamento do DM2. Além das propor¢des alteradas entre
os principais filos de bactérias intestinais, observa-se aumento de vdrios patdégenos
oportunistas e algumas bactérias gram-negativas produtoras de endotoxinas (82,87,172),
acumulo de moléculas como lipopolissacarideo , peptidoglicanos e flagelina, derivadas de
bactérias, que agravam o quadro inflamatério do paciente DM2 (170,173). Além disso,
alteracdes na microbiota foram observadas nos quadros em que o paciente DM2 ja
desenvolveu alguma complicacdo, como retinopatia diabética, toxicidade renal, cdlculo renal,
hipertensdo, aterosclerose, fibrose cistica, ulceracdo de pé e doenca de Alzheimer (114).
Conter a inflamacdo de baixo grau, assim como restaurar o equilibrio da microbiota é de
extrema importancia, uma vez que ambas contribuem para a ocorréncia de complicacdes, e
consequentemente afetam a QVRS e a sobrevida dos pacientes (120,174).

Um ponto relevante deste trabalho estd relacionado a busca da dose minima adequada
de Chlorella para a producdo de seus efeitos adaptogénicos, uma questdo ainda aberta na
literatura. Estudos em diferentes modelos experimentais do nosso laboratério (7,27—
30,32,34,35) confirmam o mecanismo de agdo adaptogé€nico da alga de restaurar para os
niveis normais os diferentes desequilibrios subjacentes aos processos de imunossupressdo e
inflamacdo cronica. Os resultados mostram que, uma vez atingida a dose minima necessaria
para alcancar os valores obtidos no hospedeiro normal, ocorre um plateaux na resposta
fisiologica que ¢ mantido em presenga de doses mais elevadas. Corroboram estes resultados,
efeitos de diferentes doses da alga no hospedeiro normal (28,33,35). Em estudos preliminares,
com o objetivo de encontrar a dose ideal a ser utilizada em estudos futuros, utilizamos doses
de 50, 100 e 200 mg/Kg em animais portadores do agressivo tumor ascitico de Ehrlich. Os
resultados demonstraram que as trés doses foram igualmente efetivas em restaurar para os
niveis do controle normal o reduzido nimero de CFU-GM da medula 6ssea observado no

animal portador de tumor. Ainda, a avaliacdo da atividade antitumoral demonstrou que ndo ha
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diferenca no efeito das trés doses sobre o tempo de prolongamento da sobrevida dos animais
portadores do tumor. Outro aspecto importante foi a auséncia de toxicidade observada com as
trés doses (33).

Em estudos clinicos da literatura observa-se o efeito modulador da Chlorella em
diferentes patologias e na significativa melhora da baixa qualidade de vida. No entanto, ndo
ha um consenso na escolha da dose utilizada. Considerando o perfil adaptogénico da alga, que
significa produzir homeostase no organismo, é de se esperar que, uma vez atingido o efeito
homeostatico, doses superiores ndo irdo produzir respostas fisiolégicas mais ou menos
intensas, conforme demonstra nosso estudo experimental descrito acima (33). Num destes
estudos realizado em pacientes com esteatose hepdtica nao alcodlica, a ingestdo da alga na
dose de 1,2g/dia por 3 meses, como adjuvante do tratamento convencional, produziu melhora
significativa sobre os niveis de transaminases no soro, triglicerideos, bem como o aumento na
sensibilidade a insulina (175). Em pacientes com depressao maior, a dose de 1,8g/dia por 6
semanas da alga levou ao melhor controle dos sintomas cognitivos de depressdao (125). Em
individuos com hepatite C cronica, o tratamento com 5g/dia por 12 semanas produziu
melhora na qualidade de vida em 77% dos pacientes, representada por maior animo e
disposi¢do para realizar diferentes atividades e melhora nas condi¢des gerais de saide (77).
Os efeitos benéficos da alga foram também relatados por estudos realizados em gestantes
sauddveis que receberam 6g/dia por seis semanas (12° até 18 semana de gestagdo) (176,177)
ou a partir da 16* semana de gravidez até o dia do parto (177), sendo que os resultados
observados foram: redu¢@o na incidéncia de anemia, de proteintria, de edema e aumento nos
niveis de luteina, zeaxantina e carotenoides no leite. Em outro estudo, a administracdo de
7,0g/dia por 30 dias a mulheres com cancer de mama que recebiam radioterapia e/ou
quimioterapia ha pelo menos 6 meses, produziu aumento na qualidade de vida em 50% das
pacientes, representado por reducdo da fadiga e melhora na condi¢do de pele seca (79). Em
estudo realizado em voluntdrios sadios e em pessoas com alto fator de risco para
desenvolvimento de doengas relacionadas com o estilo de vida, a ingestdo de 8g/dia por 12
semanas produziu melhora no metabolismo da gordura e da glicose, conforme demonstrado
pelo aumento dos niveis séricos de HDL e diminui¢cdo nos niveis de colesterol, LDL e
triglicerideos, e reducdo na glicemia de jejum. Observou-se também aumento na expressao
génica de fatores indispensdveis para a manutenc¢do glicémica ideal, como Akte IRS. Um
achado interessante neste estudo foi o fato do efeito protetor da alga ter sido mais pronunciado

nos pacientes expostos a fatores de alto risco para o desenvolvimento de doencas relacionadas
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com o estilo de vida, fato que corrobora o perfil adaptogénico da alga (12). Em voluntarios
sadios, o tratamento com 8g/dia por um periodo de 2 meses aumentou a atividade
antioxidante no eritrécito, verificados pelo aumento na concentracao plasmaética e eritrocitica
de luteina e diminuicdo da injuria oxidativa com redu¢do na concentragdo de hidroperéxido
fosfolipide (PLOOH) na membrana de eritrécito (178). Merchant e Andre (19), verificaram os
efeitos moduladores de 10g/dia por um periodo de 3 meses em trés casos clinicos diferentes.
No caso de pacientes hipertensos, houve diminui¢ao da pressao arterial elevada e também dos
niveis de colesterol. Em pacientes com fibromialgia, houve diminuicdo da dor. Em pacientes
portadores de colite ulcerativa, a regidao da mucosa retal estava menos inflamada e também os
pacientes notaram reducdo na frequéncia de evacuagcdo. Em pacientes portadores de tumor
primdrio de cérebro, a dose de 20g/dia por um periodo de 2 anos apresentou prote¢do na
resposta imunolégica durante terapia quimioterdpica € imunossupressora, nio tendo
apresentado outros efeitos toxicos, exceto por alguns casos de desconforto gastrointestinal
como coélicas abdominais, diminui¢do do peristaltismo intestinal e ndusea (18,19).

Neste contexto, um dos objetivos do presente estudo foi avaliar os efeitos moduladores
de doses relativamente baixas da alga em um quadro de inflamacdo sist€mica cronica,
acompanhado de grave prejuizo na QVRS. Para isto, tendo como referéncia as doses minimas
efetivas encontradas na literatura, selecionamos as doses de 1,6g e 3g/dia, por um periodo de
12 meses, sendo 1,6g/dia nos primeiros 6 meses e 3g/dia nos 6 meses seguintes. A escolha do
periodo de 12 meses foi feita com o objetivo de reproduzir as condigdes em longo prazo . Os
resultados mostraram que os efeitos na melhora da qualidade de vida e na modulacdo nos
niveis de citocinas foram observados com a menor dose de 1,6g ja na avaliacdo em T6. No
grupo DM2, ndo houve diferenca entre T6 e T12 nos 6 dominios que presentaram melhora.
No grupo IG, dos quatro dominios melhorados, um deles manifestou-se ja em T6 e manteve-
se em T12, e os outros trés manifestaram-se apenas em T12. No grupo controle, dos trés
dominios melhorados, dois foram detectados na avaliacdo em T6, e o outro apenas em T12.
Uma observacgao importante € que a melhora na QVRS de todos os participantes, incluindo os
controles, tenha sido relatada por eles ja nos primeiros dias de ingestdo da alga, o que
confirma o efeito bastante satisfatorio da dose de 1,6g/dia na melhora da qualidade de vida.
Outro aspecto a ser considerado € a importancia de estudos de médio e longo prazo para a
avaliacdo de tratamentos de doencas crdnicas, o que permite avaliar as alteragdes em

diferentes fases da intervengdo terapéutica.
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Em relacdo aos mi-RNAs, o uso da Chlorella ndo promoveu alteracio em mi-RNA
126 e mi-RNA 375. Por outro lado, estudo da literatura evidenciou o potencial da Chlorella
em modificar a expressdo de alguns genes relacionados a moléculas de transdug@o de sinal,
enzimas metabodlicas, receptores, transportadores e citocinas (12), refor¢ando a ideia de que a
alga possa ter potencial para modular a expressdo de genes importantes para o
desenvolvimento de DM2. Em estudo clinico recente (179) com 12 mulheres saudédveis que
receberam Chlorella na dose de aproximadamente Sg/dia por 2 semanas, observou-se reducao
na quantidade do composto cancerigeno PAH (Polycyclic aromatic hydrocarbons), sugerindo
a capacidade moduladora da alga de interferir em diferentes genes e promover alteracdes
epigenéticas.

Todos estes efeitos da alga nos pacientes com DM2 e IG também podem ser
explicados pelo efeito adaptogénico da alga de atuar como modificador da resposta biolégica
e favorecer a homeostase frente a diferentes tipos de estresses ambientais ou psicogénicos,
neste caso através da inducdo de um padrdo normal de producdo de citocinas endégenas.
Neste contexto, os efeitos moduladores da Chlorella nas seguintes condigdes experimentais:
estresse fisico e psicogénico agudo (27,35), estresse cronico (180), exposicdo a metais
pesados (28-30), infeccdo (26,31,32) e tumor (33,34) foram demonstrados anteriormente.

Em conjunto, nossos resultados apontam para o uso promissor da Chlorella como
alternativa terap€utica e/ou complementar no tratamento da DM2 e suas complicagdes. Além
disso, o fato bem reconhecido de que o papel do processo inflamatério € crucial ndo apenas
nas doencas infecciosas, mas também em ampla gama de doencas cronicas ndo infecciosas,
reforca o uso da Chlorella no tratamento de outras condi¢des patoldgicas, incluindo canceres,

doencas autoimunes e infecciosas (181).
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6. CONCLUSAO

A utilizacdo da alga Chlorella por 12 meses:

No grupo DM2:

v

N N N N N IR

Melhorou significativamente a QVRS. Em T6 e T12, foi observado melhora
(P<0.05) nos dominios limitacdo por aspectos fisicos, dor, estado geral da
saude, vitalidade, aspectos sociais e saiide mental,;

Diminuiu os niveis de TNF-a, IL-6, MCP-1, leptina e glucagon em T6 e T12;
Diminuiu os niveis IL-1p em T6;

Diminuiu os niveis de resistina em T12;

Aumentou os niveis de IL-10 e adiponectina em T6,

Aumentou os niveis de GLP-1 e GIP-em T6 e T12;

Promoveu modulagdo do filo Bacteroidetes;

N3o alterou a expressdao do mi-RNA 126 e mi-RNA 375;

Nao promoveu alteracido dos parametros bioquimicos.

No grupo IG:

v

N N N N N N

Melhorou significativamente a QVRS. Em T6 e T12, foi observado melhora no
dominio saide mental. Em T12, além da melhora no dominio saide mental, foi
observado melhora em outros 3 dominios: dor, estado geral da saidde e
vitalidade.

Diminuiu os niveis de TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-8 e glucagon em T6 e T12;
Diminuiu os niveis IL-1 em T6;

Diminuiu os niveis leptina e resistina em T12;

Aumentou os niveis de IL-10 e adiponectina em T6,

Aumentou os niveis de GLP-1 e GIP em T6 e T12;

Nao alterou a expressdo do mi-RNA 126 e mi-RNA 375;

Nao promoveu alteracdo dos parametros bioquimicos.

No grupo CT:
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v" Melhorou 3 dominios do SF-36: vitalidade, satide mental e aspectos sociais, em

T6 e T12, sendo os dois primeiros ja detectados em T6.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o uso da Chlorella foi capaz de
modulador os parametros inflamatérios, adipocinas, incretinas intestinais e glucagon, bem
como modular o filo Bacteroidetes da microbiota intestinal. Sendo assim, a alga Chlorella
surge como uma alternativa terapéutica e/ou complementar promissora no tratamento da

DM?2/IG e suas complicagdes.
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ANEXOS
Anexo 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Nome do
paciente:
Data nascimento: RG:
Endereco:
Telefone: Setor em que trabalha/ramal:

Prezado(a) Senhor(a),

Gostariamos de convidé-lo (a) a participar da pesquisa “Atividade moduladora da
alga Chlorella em pacientes com intolerancia a glicose e diabetes tipo 2”.
Objetivo e justificativa: Esta pesquisa pretende avaliar o potencial modulador da alga
Chlorella em pacientes com distirbios no metabolismo do aguicar. A Chlorella é um
alimento completo utilizado hd décadas como suplemento alimentar e contém todos os
ingredientes necessarios para promover a saude. Apesar de alguma eficicia em levar a
perda de peso, melhorar parametros metabodlicos e reduzir as complicacdes, o tratamento
medicamentoso do diabetes tipo 2 tem vdrios efeitos colaterais, que, em muitos casos,
podem piorar as condi¢cdes de saide. Portanto, a busca por agentes naturais que minimizem
esses efeitos indesejdveis, mas que mantenham a eficicia na regulacdo dos distirbios
observados nessa doengcavem recebendo cada vez mais aten¢do da comunidade cientifica.
Nesse sentido, a alga Chlorella surge como uma alternativa para o tratamento de
complicagOes relacionadas com essa doenga. Dentro desse contexto, consideramos
promissora a proposta do presente estudo € investigar os efeitos do tratamento com
Chlorella em pacientes com intolerancia a glicose e com diabetes tipo 2.
Procedimentos: A alga serd administrada por um periodo de 15 meses na dose oral de 10 g
ao dia, distribuida nas duas primeiras refeicoes do dia. As doses foram escolhidas com base
em estudos clinicos da literatura. Nao ha registros de efeitos colaterais decorrentes da sua
utilizacdo. Amostras de sangue periférico, fezes e urina dos voluntérios serdo coletadas nos
tempos 0 (baseline), e apds 3, 6, 12 e 15 meses de tratamento. A partir das amostras, serao
realizados os estudos dos parametros bioquimicos, metabdlicos e inflamatérios. A cada

coleta, serdo obtidas as seguintes amostras: 1 frasco coletor universal de fezes, ja utilizado
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no CECOM (ou o equivalente a 10 gramas), 1 frasco coletor universal de urina, ja utilizado
no CECOM (ou o equivalente a 50 mL de urina ou a 3 colheres e meia de sopa) e de até 50
mL de sangue (ou o equivalente a 3 colheres e meia de sopa).

Beneficios esperados: Estd pesquisa podera gerar beneficios a sociedade, pois possibilitara
o estudo de uma alternativa para o tratamento profildtico de complica¢des relacionadas ao
diabetes, bem como poderd gerar beneficios diretos ao paciente, impactando positivamente
a saude geral, o bem estar e a qualidade de vida. Esclarecemos que nio hd garantias quanto
ao efeito da Chlorella na evolu¢do de sua condi¢@o clinica e ndo deve modificar seu
tratamento padrao em funcdo da participacao no estudo (por exemplo, ndo deve interromper
o uso de hipoglicemiantes, deve manter adesdo as recomendacdes de dieta e exercicio fisico
e outras recomendacdes médicas).

Tratamentos alternativos: A suplementacdo oral da dieta com a alga ndo ird interferir com
o tratamento usual administrado ao paciente (dieta ou uso de hipoglicemiantes orais tais
como: secretagogos, sensibilizadores de insulina, inibidores da absor¢cdo de carboidratos).
Caso o paciente ndo se adapte a proposta da pesquisa ou deixe o estudo, o uso da alga sera
descontinuado e o paciente ird continuar com o tratamento para diabetes tipo 2 de acordo
com o critério do médico responsdvel. Durante o periodo de estudo, os participantes serdo
concomitantemente tratados de suas condicdes clinicas de acordo com as diretrizes-padrao,
sobretudo no que diz respeito a intolerancia a glicose e diabetes e que nao havera qualquer
modificacdo da conduta clinica decorrente da participacdo no estudo.

Desconfortos e riscos: Este estudo ndo gera riscos ou desconforto ao paciente. Estudos em
seres humanos por periodo de até 2 anos, utilizando doses superiores a 20 gramas de
Chlorella, nao demonstraram efeitos toxicos com o uso da alga. Apesar do uso de Chlorella
ser considerado de baixo risco e pouco associado a efeitos colaterais, as seguintes reacoes
podem ser observadas: diarréia, nduseas, flatuléncia, coloracdo esverdeada nas fezes e
cOlicas (especialmente na primeira semana de uso) e maior sensibilidade a luz solar. Em
casos muito raros, a Chorella pode causar: reagdes alérgicas (se vocé tem alergia ao iodo,
vocé também pode ser alérgico a Chlorella), incluindo asma e manifestacdes respiratorias
outras, que podem ser graves. A Chlorella pode interagir negativamente com certos
medicamentos que contém vitamina K, podendo interferir com a eficicia de medicamentos
anticoagulantes, como a varfarina. Por causa de suas propriedades imunoestimulantes, nio
€ recomendado o uso da Chlorella com medicamentos supressores do sistema imunoldgico,

como a ciclosporina e o metotrexato. Recomenda-se especialmente precaucdes nos
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seguintes casos: gravidez e amamentacdo (o uso deve ser evitado), hipersensibilidade ao
iodo e doengas auto-imunes (esclerose multipla, ldpus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide. As coletas de sangue para o estudo serdo realizadas dentro do mesmo
procedimento realizado rotineiramente pelo CECOM. Os procedimentos serdo realizados
por pessoal treinado de acordo com as normas vigentes de bioética e biosseguranca.
Embora a pesquisa ndo tenha riscos previsiveis, danos eventuais resultantes da participagao
na pesquisa sao passiveis de reparagao.

Monitoramento: Os pacientes serdo monitorizados e os efeitos adversos, ainda que nao
sejam esperados, serdo documentados e submetidos a apreciacdo do CEP utilizando-se o
formulédrio especifico (Formuldrio de Eventos Adversos Sérios Locais/Centro
Coordenador). Na eventualidade de ocorréncia de um evento adverso grave, a utilizacao da
alga serd interrompida definitivamente. Os efeitos adversos: ndusea, dor abdominal,
diarreia, coloracdo esverdeada nas fezes, célicas e flatuléncia (leves) registrados durante a
primeira semana serdo considerados transitorios. Ao final dos 6 meses de tratamento,
pacientes entrardo em periodo de observagdo. Caso o paciente ndo apresente progressao de
doenca ou toxicidades e deseje continuar o tratamento, serd oferecida a oportunidade de
extensdo por periodo adicional de mais 6 meses.

Contatos:

Em caso de dividas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com:

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Mary Luci de Souza Queiroz
Laboratério de Imunofarmacologia e Imunotoxicologia/CFU
Rua Carlos Chagas, 480 — Campinas, SP, UNICAMP
Telefone: 19 —3521-8752 e-mail: mlsq@fcm.unicamp.br
Equipe Multidisciplinar do Cecom:
Rua Vital Brasil n° 150, Campinas, SP, UNICAMP
Telefone: 19 —3521-9001 e-mail: css@cecom.unicamp.br
Em caso de emergéncia os voluntdrios poderdo procurar por:

Pronto Atendimento do Cecom:
Rua Vital Brasil n° 150, Campinas, SP, UNICAMP
Telefone: 19 —3521-9001 e-mail: css@cecom.unicamp.br

Em caso de emergéncia fora do horario de funcionamento do Cecom, os voluntarios
poderdo procurar:

Pronto atendimento do Hospital das Clinicas da UNICAMP:
Rua Vital Brasil, 251 — Campinas, SP, UNICAMP
Telefone: 19- 3521-2121.

Em caso de dentincias ou reclamacoes sobre sua participagdo no estudo, vocé pode entrar
em contato com:



http://www.prp.unicamp.br/files/CEP/formulario_de_submissao_de_eas_fatima_com_data_1_2.doc
http://www.prp.unicamp.br/files/CEP/formulario_de_submissao_de_eas_fatima_com_data_1_2.doc
mailto:css@cecom.unicamp.br
mailto:css@cecom.unicamp.br
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Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126 — Campinas, SP, UNICAMP

Telefone: 19 —3521-8936; Fax: 19 —3521-7187 e-mail:cep@fcm.unicamp.br
Indicacdo das formas de indenizacdo ou ressarcimento de eventuais despesas: a
participacdo na pesquisa ndo envolve gastos para os voluntarios, assim ndo ha previsao de
ressarcimento dos mesmos.
Participacao voluntaria e Confidencialidade: Sua participacio neste estudo € voluntaria
e voce poderd desistir do estudo a qualquer momento. As informacgdes desta pesquisa serao
confidenciais, e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo
havendo identificagdo dos voluntdrios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo
assegurado o sigilo sobre sua participagdo. Nos registros, um c6digo substituird os nomes
dos voluntdrios, que ndo serdo identificados nem prejudicados com o resultado da pesquisa.
E garantida aos voluntarios total privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa. Vocé tem direito de acesso aos seus dados, resultados da progressdo de seu
tratamento e a possibilidade para retificar os dados de acordo com lei local e
procedimentos. Vocé pode discutir este assunto no futuro com seu médico bem como toda
equipe envolvida no estudo.

Tendo lido e entendido todas as informagdes apresentadas neste documento de
consentimento informado, e recebido esclarecimentos sobre minhas duvidas,
CONCORDO EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO VOLUNTARIAMENTE.

Data:

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador
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Anexo 3

SF-36 (Versao brasileira do Questionario de Qualidade de Vida SF-36)

Instrucoes: Esta pesquisa questiona vocé sobre sua satide. Estas informa¢des nos manterdao
informados de como voce se sente e quao bem voce é capaz de fazer atividades de vida didria.
Responda cada questdo marcando a resposta como indicado. Caso vocé esteja inseguro em

como responder, por favor, tente responder o melhor que puder.

1- Em geral vocé diria que sua satude é:

Excelente | Muito Boa Boa Ruim

Muito Ruim

1 2 3 4

5

2- Comparada ha um ano atras, como vocé classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor Um Pouco Quase a Um Pouco Muito Pior
Melhor Mesma Pior
1 2 3 4

3- Os seguintes itens sao sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante
um dia comum. Devido a sua saiide, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades?

Neste caso, quando?

) . Nao, nao
Sim, Stm, dificulta
Atividades dificulta dificulta um
muito pouco de modo
algum
a) Atividades Rigorosas, que exigem muito
esforco, tais como correr, levantar objetos 1 2 3
pesados, participar em esportes arduos.
b) Atividades moderadas, tais como mover
uma mesa, passar aspirador de pd, jogar bola, 1 2 3
varrer a casa.
¢) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
e) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
g) Andar mais de 1 quilometro 1 2 3
h) Andar vérios quarteiroes 1 2 3
1) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu
trabalho ou com alguma atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao
a) Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se dedicava ao 1 ’
seu trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
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c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras 1 ’
atividades.

d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras 1 ’
atividades (p. ex. necessitou de um esforgo extra).

5- Durante as tultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu
trabalho ou outra atividade regular diaria, como consequéncia de algum problema
emocional (como se sentir deprimido ou ansioso)?

Sim Nio
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao 1 >
seu trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto 1 )
cuidado como geralmente faz.

6- Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas
emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais, em relaciao a familia,
amigos ou em grupo?

De forma Ligeiramente Moderadamente | Bastante | Extremame
nenhuma nte
1 2 3 4 5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as altimas 4 semanas?

Nenhuma

Muito leve Leve

Moderada

Grave

Muito grave

1

2 3

4

5

6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal
(incluindo o trabalho dentro de casa)?

De maneira Um pouco | Moderadament | Bastante | Extremament
alguma e e
1 2 3 4 5

9- Estas questoes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé
durante as dltimas 4 semanas. Para cada questio, por favor, dé uma resposta que mais
se aproxime de maneira como vocé se sente, em relacao as ultimas 4 semanas.

A Alguma Uma
Todo | maior | Uma boa pequen
0 parte | parte do p;aii)te a parte | Nunca
tempo do tempo do
tempo
tempo tempo
a) Quanto tempo voc€ tem se
sentindo cheio de vigor, de 1 2 3 4 5 6
vontade, de forca?
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b) Quanto tempo vocé tem se 1 ’ 3 4 5 6
sentido uma pessoa nervosa?

¢) Quanto tempo vocé€ tem se

sentido tdo deprimido que nada 1 2 3 4 5 6
pode anima-lo?

d) Quanto tempo vocé tem se 1 ’ 3 4 5 6
sentido calmo ou tranquilo?

e) Quanto tempo vocé tem se 1 ’ 3 4 5 6
sentido com muita energia?

f) Quanto tempo vocé tem se

sentido desanimado ou abatido? ! 2 3 4 > 6
g) Quanto tempo vocé tem se 1 ) 3 4 5 6
sentido esgotado?

h) Quanto tempo voce tem se 1 ’ 3 4 5 6
sentido uma pessoa feliz?

1) Quanto tempo voc€ tem se 1 ’ 3 4 5 6
sentido cansado?

10- Durante as tltimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua satde fisica ou problemas

emocionais interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes,

etc)?
Todo A maior | Alguma parte | Uma pequena [ Nenhuma
Tempo parte do do tempo parte do parte do
tempo tempo tempo
1 2 3 4 5

11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmacoes para vocé?

Definitivam | A maioria | Ndo | A maioria ...
; Definitivame
ente das vezes sei das vezes

verdadeiro | verdadeiro falso nte falso
a) Eu costumo
adoecer um
pouco mais 1 2 3 4 5
facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tdo
sauddvel quanto 1 ) 3 4 5
qualquer pessoa
que eu conheco
¢) Eu acho que a
minha saide vai 1 2 3 4 5
piorar
d) Minha saude é 1 2 3 4 5
excelente




Anexo 4

Fase 1: Ponderagao dos dados.

QUESTAO | PONTUACAO
Se a resposta for:
15,0
2 4.4
! 3 34
4 2,0
5 1,0
2 [Manter o mesmo valor
3 [Soma de todos os valores
4|Soma de todos os valores
5| Soma de todos os valores
Se a resposta for:
15
2 4
6 3 3
4 2
5 1
Se a resposta for:
1 6,0
2 5.4
73 4,2
4 3,1
5 2,2
6 1,0
A resposta da questdo 8 depende da nota da questao 7

Se 7 =1 e se 8=1 o valor da questdo € 6
Se 7=2 a6 8=1 o valor da questdo é 5
Se 7=2 a 6 8=20 valor da questao ¢ 4
Se 7=2 a 6 8=3 o valor da questdo € 3
Se 7=2 a6 8=4 o valor da questdo é 2

Se 7=2% e se 8=5 o valor da questao ¢ 1

S a questdo 7 ndo for respondida o escore da questdo 8 passa a ser o
seguinte:

Se a resposta for 1 a pontuacdo serd 6
Se a resposta for 2 pontuacao serd 4,75
Se a resposta for 3 a pontuacdo serd 3,5
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Se a resposta for 4 a pontuacdo serd 2,25
Se a resposta for 5 a pontuacao serd 1,0

orientagdo:

Se a resposta for 1 o valor serd 6
Se a resposta for 2 o valor serd 5
Se a resposta for 3 o valor serd 4
Se a resposta for 4 o valor serd 3
Se a resposta for 5 o valor sera 2
Se a resposta for 6 o valor seré 1

Para os demais itens (b,c,f,g,i) o valor serd mantido o mesmo

Nesta questdo a pontuacdo para os itens a,d,e,h deverd seguir a seguinte

10 | Considerar o mesmo valor

seguir a seguinte pontuagao:

Se a resposta for 1 o valor serd 5
Se a resposta for 2 o valor serd 4
1 Se a resposta for 3 o valor seré 3
Se a resposta for 4 o valor sera 2

Se a resposta for 5 o valor serd 1

Nesta questdo os itens deverao ser somados, porém nos itens b e d deve-se

Fase 2: Calculo do RAW SCALE
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Nesta fase serd necessario transformar os valores da questoes anteriores em notas de 8

dominios que variam de 0 a 100, onde O=pior e 100=melhor para cada dominio. E chamado

de raw scale porque o valor final ndo apresenta nenhuma unidade de medida.
DOMINIOS:

1. Capacidade Funcional

Aspectos sociais

2. Limitacao por aspectos fisicos
3. Dor

4. Estado geral de Saude

5. Vitalidade

6.

7.

Aspectos Emocionais
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8. Sadde Mental

Férmula para calculo de Dominio:

DOMINIO: Valor obtido nas questdes correspondentes — limite inferior X 100

Variagdo (Score Range)

Na férmula os valores de limite inferior e variacio de (escore range) sdo fixos e estido

estipulados na tabela abaixo:

Dominio Pontuacgdo da(s) Limite inferior Variagao (escore
questao (0es) range)
correspondentes

Capacidade 03 10 20

funcional

Limitagdo por 04 4 4

aspectos fisicos

Dor 07+08 2 10

Estado geral de 01+11 5 20

saude

Vitalidade 09 (somente p/ os 4 20
itens A+E+G+1)

Aspectos sociais 06+10 2 8

Limitacdo por 05 3 3

aspectos emocionais

Saude mental 09 (somente p/ os 5 25
itensB+C+D+F+
H)




