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1. INTRODUCAO

A restricdo caldrica (RC) pode ser definida como uma reducdo da ingestao
calorica, geralmente entre 20 e 40% a menos quando comparado a ingestdo ad
libitum, sem comprometer a ingestdo de nutrientes essenciais (LI et al., 2011).
Diversos estudos tém demonstrado o efeito benéfico da RC na longevidade em
diferentes espécies como leveduras, Caenorhabditis elegans, mosca da fruta, ratos
e camundongos (KENYON, 2010). Dentre os efeitos caracteristicos da RC se pode
citar a diminuicdo do tamanho e peso corporal, bem como da adiposidade, além do
aumento da sensibilidade a insulina, acompanhada da diminuicdo dos niveis
plasmaticos de glicose e insulina (NIKOLAI et al., 2015).

A rapamicina, é um farmaco imunossupressor (WULLSCHLEGER et al., 2006),
muito utilizado na pratica clinica em casos de transplantes de 6rgéos e devido as
suas propriedades antiproliferativas, no tratamento do cancer (NIKOLAI et al., 2015).
E sabido que a rapamicina quando fornecida de maneira continua promove aumento
da longevidade de maneira muito semelhante ao observado para animais
submetidos a RC (ANISIMOV et al., 2011). O uso de rapamicina de maneira cronica
promove diminuicdo significativa do peso corporal, a ingestdo de calorias, 0s niveis
séricos de leptina, niveis de glicose em jejum e a quantidade de tecido adiposo em
animais recebendo dieta hiperlipidica (BRUCE et al., 2015). Outro estudo também
sugere que a administracdo crbnica da rapamicina em ratos submetidos a dieta
hiperlipidica diminuiu a ingestdo de alimentos, aumentou a perda de peso e a perda
especifica de massa gorda, porém também induziu intolerancia a glicose e
hiperinsulinemia (DEBLON et al., 2012).

Existe uma controveérsia entre os estudos com relacédo ao tempo de tratamento
com a rapamicina e os seus efeitos na resisténcia a insulina. Portanto, o objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da restricdo calorica e da rapamicina no ganho de
peso, consumo da racao e resisténcia a insulina em camundongos fémeas.

2. METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado no Comité de Etica em Experimentagdo Animal,
namero 23110.009349/2016-31. Foram utilizados 36 camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6 com idade de 30 dias mantidas em condi¢cdes controladas de
temperatura, luz e umidade (22 + 2 °C, ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro e
40%-60% respectivamente).

As 36 camundongas foram distribuidas em trés grupos de 12 animais cada:
grupo controle, grupo tratamento com rapamicina e grupo submetido a RC de 30%.
Todos animais foram alimentados com ragao padrao para roedores (Nuvilab® CR-1),
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e com agua ad libitum, sendo o grupo controle e o da rapamicina com ragdo ad
libitum e para o grupo RC foi calculado uma quantidade 30% menor levando em
consideracdo a média do consumo da semana anterior do grupo controle. Todos 0s
animais passaram por uma semana de adaptacdo e logo apés foram tratados
segundo seu respectivo grupo.

Os animais do grupo tratamento receberam a rapamicina (InLab, Brasil),
previamente diluida em DMSO (FANG et al.,, 2013). A rapamicina foi aplicada
intraperitonealmente a cada dois dias durante 91 dias com uma dose de 4mg/kg de
peso corporal (FANG et al.,, 2013). Nos animais do grupo controle e da RC foi
administrada uma solucao placebo. Os dados de consumo da racédo de todos os
grupos foram coletados todos os dias durante os 91 dias. Os dados de peso corporal
foram coletados uma vez na semana.

Aos 87 dias do experimento, foi realizado o Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)
e o0 Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) nas fémeas. Para o TTI foi administrado a
dose de 1 U/kg de peso corporal de insulina intraperitonealmente apds duas horas
de jejum. O sangue foi coletado através de uma pequena incisdo na ponta da cauda
nos tempos: 0, 5, 20 e 35 minutos apés a injecdo de insulina e os niveis de glicose
foram mensurados com um glicosimetro (AccuChek Activ, Roche Diagnostics®,
USA). Para o TTG foi administrado a dose de 2g/kg de peso corporal de glicose
intraperitonealmente apds 12h de jejum. O sangue também foi coletado através de
uma pequena incisdo na ponta da cauda nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos
apos a injecdo de insulina e os niveis de glicose foram mensurados com um
glicosimentro.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism
6.0. O teste estatistico Two Way ANOVA para medidas repetidas foi utilizado para a
analise de variaveis de consumo, peso corporal, TTl e TTG comparando com todos
0s grupos: controle, rapamicina e RC. O teste de Tukey foi utilizado para mdultiplas
comparacdes. Valores de P < 0,05 foram considerados significativamente
estatisticos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso corporal foi menor no grupo RC, havendo diferenca entre os grupos (P
< 0,0001), quanto ao tempo de experimento (P < 0,0001) e houve interacdo entre
grupo e tempo (P < 0,0001), sendo diferente a partir da terceira semana até o final
do experimento (Gréfico 1A). O ganho de peso foi menor no grupo RC como
esperado ja que houve a diminuigdo intencional do consumo, porém ndo houve
diferenca entre o ganho de peso do grupo rapamicina comparado ao grupo controle
0 que pode ser justificado pelo consumo semelhante entre os grupos e pela
dosagem de rapamicina utilizada. JOHNSON et al. (2015), observaram que a taxa
de ganho de peso diminuiu de forma dependente da dose, onde a dose maxima
utilizada, equivalente a 8mg/kg de peso de rapamicina, o dobro do utilizado em
nosso estudo, mostrou diminuigdo do peso em camundongos fémeas.

O consumo da racgao foi maior no grupo rapamicina e houve diferenca entre os
grupos (P < 0,0001), quanto ao tempo de experimento (P = 0,0004) e houve
interac&o entre grupo e tempo (P < 0,0001) a partir da terceira semana até o final do
experimento (Gréfico 1B). Nao houve diferenga entre o consumo do grupo
rapamicina e controle, no entanto FANG et al. (2013), observou que 0 consumo e 0
peso corporal dos camundongos tratados com rapamicina em seu experimento,
diminuiram somente ap6s 20 semanas de tratamento em comparacao ao controle,
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demonstrando que os efeitos da rapamicina sobre 0 peso e 0 consumo Sao
dependentes da cronicidade do tratamento.
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Grafico 1. Analise do peso corporal (A), consumo da racdo (B), Teste de
Tolerancia Glicose (TTG) (C) e Teste de Tolerancia a insulin (TTI) (D) dos grupos
restricdo caldrica, rapamicina e controle comparados ao devido tempo de
experimento. Letras diferentes representam diferenca entre os grupos.

Os maiores niveis glicémicos no TTG foram observados para o0 grupo
rapamicina e houve diferenca entre os grupos (P = 0,0083), quanto ao tempo de
experimento (P < 0,0001) e houve interacdo entre grupo e tempo (P = 0,0041),
sendo maior no grupo rapamicina no tempo 30 e 60 minutos (Grafico 1C). Portanto,
as fémeas do grupo rapamicina apresentaram maior intolerancia a glicose. FANG et
al. (2013) obteve resultado semelhante quando o tratamento foi de 2, 6 e 20
semanas, porém a partir da semana 20 notou-se uma metabolizacdo mais rapida da
glicose, embora a glicemia ainda fosse maior no grupo rapamicina comparado ao
controle. Estudos tém associado o efeito da rapamicina sobre a resisténcia a insulina
a inibicdo de via de sinalizacdo dependente de insulina que leva a expressao de
transportadores de glicose GLUT 4, contribuem para esse efeito sobre o masculo e o
aumento da lipélise hepatica também parece contribuir. (DEBLON et al., 2012).

Quanto ao TTI, os menores niveis glicémicos foram observados para o grupo
RC, e houve diferenca entre os grupos (P = 0,0067), quanto ao tempo de
experimento (P < 0,0001), porém nao houve interacdo entre grupo e tempo (P =
0,3732) (Grafico 1D). As fémeas do grupo RC tiveram maior sensibilidade a insulina
durante o teste comparado ao grupo controle e ao RC. Outros estudos tém
encontrado o mesmo resultado, WIESENBORN et al. (2014) encontraram maior
expressdo de GLUT 4 no musculo de camundongos submetidos a RC comparado
com controle Ad libitum. Além disso, aumento dos niveis plasmaticos de
adiponectina devido a diminuicdo da gordura corporal podem contribuir para este
efeito (NIKOLAI et al., 2015).
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4. CONCLUSOES
Nesse estudo, camundongos fémeas tratadas com rapamicina apresentaram
maior intolerancia a glicose, porém sem alteracdo do peso corporal, enquanto iSso
as fémeas submetidas a RC tiveram menor peso acompanhado de maior
sensibilidade a insulina. Visto que ambos os tratamentos estdo associados a
longevidade, mais estudos s@o necesséarios para entender como seus efeitos
divergentes levam a este fendtipo.
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