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1. INTRODUCAO

O envelhecimento € uma condi¢cdo fisiolégica que ainda ndo tem seus
mecanismos bem definidos e descritos na literatura. Sabe-se que entre os fatores
que atuam nesse processo estdo o hormodnio do crescimento (GH) e o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) que tem seus niveis reduzidos
com o envelhecimento humano (MARI, 2011). Camundongos submetidos a
restricdo caldrica tem niveis reduzidos de IGF-1 sdo extremamente sensiveis a
insulina e apresentam um prolongamento da expectativa de vida de até 40%
(MASORO, 2005).

Além disso, com o envelhecimento ocorre um aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatérias, que estdo diretamente associadas ao nivel de
adiposidade corporal visto que o tecido adiposo branco é responsavel pela
secrecédo destas citocinas (MCARDLE et al, 2013). O fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) € uma das mais importantes citocinas do tecido adiposo, sendo que o
aumento da TNF-a induz a reducao da sensibilidade a insulina (HOTAMISLIGIL,
1999). Desta forma indicando uma ligacao entre o envelhecimento, a inflamacéo e
a sensibilidade a insulina.

Por outro lado, a dieta hiperlipidica associada a fatores genéticos é
considerada um fator importante para o aumento da adiposidade e resulta no
aumento dos niveis de TNF-a (ROSINI et al, 2012). O tecido adiposo € um dos
orgdos que tem maior concentracdo de receptores de IGF-1, sendo um alvo
importante também do GH (BARRYMAN et al, 2013).

Com base nestas evidencias, este estudo objetivou analisar a expressao
dos genes do IGF-1 e do TNF-a no tecido adiposo visceral de camundongos
jovens e velhos alimentados com uma dieta hiperlipidica.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da
UFPel sob o numero 9106. Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6, sendo nove fémeas jovens com aproximadamente 4 meses
de idade e 13 fémeas velhas com 13-14 meses de idade. As fémeas foram
divididas em quatro grupos: grupo 1 formado por cinco fémeas jovens com dieta
normal (grupo controle); grupo 2 por cinco fémeas jovens com dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica; grupo 3 por cinco fémeas velhas com dieta normal (grupo
controle); e o grupo 4 formado por cinco fémeas velhas com dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica.
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As dietas foram elaboradas segundo a AIN-93. Para a dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica experimental foi adicionado 120g de banha de porco e 10g
colesterol em substituicdo a 191g de amido de milho para cada 1kg da racéo
normal da AIN-93. As dietas foram fornecidas por 55 dias apds o periodo de
adaptacao.

Para este estudo foi utilizado o tecido adiposo previamente coletado e
congelado. Os tecidos e 6rgaos foram lavados em solugéo salina e armazenados
em um tubo (1 tubo por fémea), adicionados de 0,5mL de Trizol, homogenizados
e congelados a -80°C. A extracdo do RNA foi feita pelo método do Trizol,
conforme o seu protocolo. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de
1 pg de RNA total com transcriptase reversa (iScript, Biorad) utilizando-se como
iniciadores nucleotideos hexameros aleatorios (RH). Apos sintese de cDNA, as
amostras foram submetidas a analise de PCR em tempo real para analise da
expresséo dos genes TNF-a e IGF-1 usando o B2M como controle interno (o
método comparativo do ciclo limiar - Ct). A gPCR foi realizada no equipamento
ECO Illumina Real Time PCR (llumina) usando—se 100 nM de cada primer e 20 ng
de cDNA, utilizando o SYBR Green como reagente da PCR.

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad para
analisar o efeito da dieta, da idade e interacdo dieta e idade através de Two-way
ANOVA. Foram considerados significativos valores de P< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esperava-se encontrar um aumento dos niveis de TNF-a no tecido adiposo
dos animais tendo em vista que o envelhecimento tem como caracteristica o
processo inflamatério crénico e que o aumento da adiposidade leva ao aumento
da producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (GEHRKE; PEREIRA,
2007). Porém neste estudo ndo foram encontrados um aumento significativo na
expressdo do gene TNF-a em todas as interacdes analisadas.

Por outro lado, o IGF-1 é um horménio que tem sua sintese ativada pelo GH
no figado e atua como mediador na proliferacéo e diferenciacdo celular. Grande
parte dos niveis circulantes de IGF-1 é encontrada no tecido adiposo (GARTHEN
et al, 2012). No presente estudo ndo houve uma relacdo significativa entre o tipo
de dieta consumida (hiperlipidica) e a alteracdo desse horménio embora em
outros estudos, como o de SEIVA (2011) tenha sido verificado um aumento do
nivel deste hormdnio em animais que consumiram uma dieta hiperlipidica. Os dois
trabalhos diferem no periodo de tempo em que o0s animais receberam esta dieta,
0 que pode vir a justificar o resultado apresentado, considerando que os animais
deste estudo receberam a dieta por 55 dias enquanto os animais do estudo de
SEIVA receberam a dieta por 75 dias.

Quando analisado o fator idade nos grupos que receberam a dieta padréo,
foi encontrado uma reducéo (P<0,05) da expressao de IGF-1 no tecido adiposo de
animais velhos em comparacgéo aos jovens. Isto indica mais uma vez, que o IGF-1
esta diretamente relacionado com o envelhecimento. Nos experimentos de
VESTERGAARD et al. (2013) e YUAN et al. (2009) foram encontrados resultados
correspondentes ao presente estudo e ainda foi feita a analise sobre a influencia
do IGF-1 na expectativa de vida em camundongos, resultando no aumento da
expectativa de vida quando os valores de IGF-1 estdo reduzidos e acelerando o
envelhecimento quando seus valores estdo aumentados. Os mecanismos que
levam ao envelhecimento ainda ndo estdo bem esclarecidos porem ha a
indicacdo de que quando jovem o animal tem seu envelhecimento acelerado até
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atingir determinada idade onde os niveis de IGF-1 diminuem e o0 processo de
envelhecimento se encontra atenuado.

@ Controle Hiperlipidica
IGF-1 TNF-a

1.5+ a 2.0+
© ©
2 =
s 5 151
2 10 e
S < 1.0 T
8 b s
g % b £ 0.5
g T b T g 0 )
. - :

0.0 7 0.0 T T

Jovem Veiha Jovem Velha

Figura 1. Resultado da expressédo do gene IGF-1 e TNF-a no tecido adiposo
de camundongos. a,b — letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05)

4. CONCLUSOES

A expresséo de IGF-1 foi reduzida em camundongos mais velhos ou que
receberam uma dieta hiperlipidica. Nao foi observada alteracdo na expressao de
TNF-a entre dietas ou idades.
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