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1- RESUMO

O eixo somatotrofico, o eixo hipotalamo-hipofise-génada e o estado nutricional estdo
fortemente interrelacionados em mamiferos. A restricdo calorica (CR) prolonga a vida, mas
geralmente com um custo para a reprodugdo. E interessante notar que muitas das caracteristicas
fisiologicas de animais com interrup¢do no eixo somatotréfico sdo comuns a animais submetidos a
CR. O nivel de CR aplicado na maioria dos estudos ¢ de 30 a 60%. O presente estudo testou se uma
CR branda, de 20%, ou até mesmo de 10% (esta ultima aplicada em um grupo de camundongos
normais), conseguiria trazer beneficios para a saide sem inibir a reprodugdo em 4 linhagens de
camundongos que apresentam alteragdes no eixo somatotréfico: os andes Ames (deficientes em
GH), os GHR-KO (deficientes em receptor para GH), e dois transgénicos, os PEPCK-bGH ¢ os MT-
bGH (camundongos que superexpressam GH bovino), bem como os animais normais. A fertilidade
ndo foi alterada pela CR em quaisquer dos grupos examinados. A CR branda, de modo geral: ndo
afetou o peso corporal final ou o peso relativo dos 6rgdos reprodutivos; ndo alterou os niveis
plasmaticos de glicose, insulina, IGF-I, testosterona, progesterona ou estradiol; também nao alterou
os niveis de testosterona em homogeneizado testicular; ndo influenciou a expressdo hepatica de
genes relacionados com longevidade; e teve efeito leve sobre alguns genes dos 6rgdos reprodutivos.
As alteragdes no eixo somatotrofico destes camundongos sim, tiveram profundo impacto sobre os
pardmetros analisados. Este estudo preliminar encoraja a especulacdo de que regimes de restricao
caldrica branda podem trazer beneficios para a satde e longevidade sem os “custos” para o potencial

reprodutivo.



2- ABSTRACT

The somatotropic axis, the hypothalamic-pituitary-gonadal axis and the nutritional status are
deeply interrelated in mammals. Calorie restriction (CR) prolongs lifespan, but usually at some cost
to reproduction. Interestingly, many of the physiological characteristics of animals with interruption
in the somatotropic axis are shared by CR animals. The level of CR in most studies is 30 to 60%.
We tested if a milder CR, of 20% (or even 10%, in this case applied to one group of normal animals)
would promote health benefits without inhibiting reproduction in 4 types of mice with altered
somatotropic axis: Ames dwarfs, GHR-KO, and PEPCK-bGH and MT-bGH transgenics, as well as
their wild-type counterparts. Fertility was not altered by CR in any of the examined groups. Mild CR
did not affect final body weight or relative reproductive organ weights; did not alter plasma levels of
glucose, insulin, IGF-I, testosterone, progesterone or estradiol; did not impact testicular testosterone
levels; did not influence hepatic expression of genes related to longevity; and had little effect on
expression of selected genes in the reproductive organs. Altered activity of the somatotropic axis in
the mice studied had a major impact on the parameters analysed. This preliminary study encourages
speculation that mild regimens of CR can produce health and longevity benefits without the “costs”

of impaired reproductive potential.



3- INTRODUCAO

3.1- O eixo somatotrofico

O hormoénio de crescimento (““growth hormone” - GH) tem efeito generalizado no
organismo e estd relacionado com aumento do metabolismo celular. Sua secrecdo ¢ controlada
principalmente por dois neuropeptideos hipotalamicos: o fator de liberagdo de GH (““GH-releasing
hormone” - GHRH) e a somatostatina, os quais estimulam ou inibem a sintese e liberacdo do GH
pelas células somatotroficas da adenoipofise. Receptores para GH (GHR) sdo encontrados em varios
locais do corpo, como por exemplo no hipotdlamo e em outras regides cerebrais (Nyberg ¢ Burman,
1996) e nos testiculos, incluindo as células de Sertoli ¢ de Leydig (Lobie et al., 1990). Entretanto,
sua atuagdo se da na maioria das vezes de modo indireto, através do estimulo a produgdo de
somatomedinas ou fatores de crescimento, sendo o principal representante o fator de crescimento
semelhante a insulina-I (“insulin-like growth factor’ = IGF-I). Este hormonio estimula a taxa de
mitoses em varias células-alvo e ¢ produzido em larga escala pelo figado e langado na circulagdo
sangiiinea, agindo assim de forma enddcrina, ou pode também ser produzido nos érgios-alvo do
GH, agindo, neste caso, de forma paracrina ou autocrina (Le Roith et al., 2001). Uma gama de
fatores pode influenciar a secrecdo de GHRH e somatostatina, estes incluem neurotransmissores,
outros neuropeptideos hipotalamicos, e a retroalimentag@o pelo IGF-I e o GH. Além disso, a grelina
também tem acdo comprovada na indugdo da secre¢do de GH pelas células somatotroficas (Kojima

et al., 2001).

3.2- Modelos de camundongos com alteracdes no eixo somatotraéfico

A auséncia da agdo do GH, causada tanto pela deficiéncia na sua produgdo como pela
auséncia de receptores funcionais para GH, resulta em uma grande redugdo no tamanho corporal e
um aumento no tempo de vida em roedores. Duas linhagens de camundongos refletem estas
condi¢bes descritas: os andes Ames (Schaible e Gowen, 1961) e os animais “knockout™ para
receptor de GH (GHR-KO) (Zhou et al., 1997). Os primeiros apresentam uma mutagdo recessiva no
gene Prop 1, o que leva a nao diferenciagdao de trés tipos celulares na adenohipoéfise: as células
somatotroficas, as tireotroficas e as lactotroficas. Devido a auséncia destas células nos camundongos
Ames homozigotos, ndo ha a producdo de hormoénio de crescimento, hormoénio tireotrofico e
prolactina, respectivamente (Sornson et al., 1996). Os camundongos andes Ames apresentam ao

nascer tamanho corporal equivalente aos camundongos normais, ja que o GH nao ¢ essencial para o



crescimento durante a vida intra-uterina (Le Roith et al., 2001). Entretanto, apdés o nascimento, os
animais homozigotos para a mutacdo tém crescimento retardado, ja& que o crescimento corpdreo
passa a depender de produgdo de GH, e, aos 14 dias, ja ¢ possivel se distingliir os andes dos normais.
Os camundongos andes Ames adultos pesam aproximadamente a do peso de um camundongo
normal. A deficiéncia em GH leva estes mutantes a apresentarem niveis baixissimos de IGF-I no
plasma (Chandrashekar e Bartke, 1993) e tempo de vida prolongado (35 a 75%; Brown-Borg et al.,
1996; Flurkey et al., 2001), com retardo no aparecimento de doencas neoplésicas (Ikeno et al.,
2003). A deficiéncia em prolactina leva a faléncia do corpo luteo e conseqiiente esterilidade nas
fémeas (Bartke, 1965). Os machos s@o reprodutivamente competentes, embora sua performance seja
menor do que a observada para os animais normais. J4 os camundongos GHR-KO, apesar de
produzirem GH, exibem resisténcia ao mesmo por ndo possuirem receptores para este hormonio.
Esta auséncia de receptor para GH se deve a uma delegdo (“*knockout™) do gene que codifica para o
mesmo. Conseqiientemente, estes animais apresentam baixos niveis séricos de IGF-I, tamanho
reduzido quando adulto e aumento significativo no tempo de vida (40 a 55%; Coschigano et al.,
2000, 2003; Bartke et al., 2001a). Tanto os machos quanto as fémeas desta linhagem possuem
competéncia reprodutiva, porém, a puberdade é tardia (Zhou et al., 1997; Danilovich et al., 1999) e
varios parametros indicadores da funcao testicular e ovariana estdo reduzidos (Chandrashekar et al.,
1999; Danilovich et al., 1999; Chandrashekar et al., 2001). Os resultados obtidos com a terapia de
reposicao de IGF-I sugerem que pelo menos parte dos deficits no desenvolvimento e funcionamento
do sistema reprodutivo destes mutantes se deve a deficiéncia de IGF-I circulante (Danilovich et al.,

1999).

Por outro lado, a superproducao de GH, observada em camundongos transgénicos (Tg),
resulta em altos niveis de IGF-I, consideravel aumento no tamanho corporal adulto e tempo de vida
bastante reduzido (Wolf et al., 1993; Cecim et al., 1994; Bartke, 2003). Estas caracteristicas sdo
vistas nos dois modelos utilizados para este estudo: os camundongos Tg MT-bGH (Palmiter et al.,
1982) e os Tg PEPCK-bGH (McGrane et al., 1988). Ambos superexpressam GH bovino (bGH)
quando apresentam o gene para bGH em homozigose, sob diferentes promotores no figado: a
metalotioneina 1 de camundongo (mMT) no primeiro e a fosfoenol piruvato carboxinase de rato
(rPEPCK) no segundo modelo. Apesar da maturacdo sexual nestes animais ser acelerada, deficits
reprodutivos e vida reprodutiva mais curta sdo observados em ambos os sexos (Bartke et al., 1988;
Naar et al., 1991; Cecim et al., 1995a; Cecim et al., 1995b; Bartke et al., 1999; Bartke, 2000). Um
resumo de todos os modelos supracitados encontra-se na TAB. 1.

3.3- Eixo hipotalamo-hipo6fise-gdnada vs. eixo somatotrofico

O eixo hipotalamo-hipéfise-gonada (““hypothalamic-pituitary-gonadal” - HPG), a
semelhanga do eixo somatotrofico, também tem o hipotalamo como seu centro controlador. O

hormoénio de liberacdo de gonadotrofina (GnRH), produzido naquela regido cerebral, atinge o



sistema porta-hipofisario e entdo a adenohipofise, promovendo a sintese e liberacdo do hormdnio
luteinizante (LH) e do hormonio foliculo-estimulante (FSH) pelas células gonadotroficas. As
gonadas sdo os orgdos-alvo do LH e do FSH, e os hormdnios esterdides produzidos por elas em
resposta a esse estimulo exercem “feedback™ negativo a nivel da hipofise e do hipotalamo. Ha
evidéncias da relacdo entre o eixo somatotréfico e o eixo HPG (revisdes em Chandrashekar e
Bartke, 2003; Chandrashekar et al., 2004; Sirotkin, 2005). O GH e o principal mediador da sua agéo,
o IGF-I, podem exercer efeitos diretos e indiretos sobre a atividade gonadal, sendo esta agdo
particularmente evidente durante a maturagdo sexual (Adashi et al., 1985). Foram encontradas
evidéncias indiretas, porém bastante convincentes, de que o IGF-I representa um importante sinal
para a puberdade (Hiney et al., 1996; Danilovich et al., 1999). Os resultados destes estudos sugerem
que o IGF-I age transmitindo informagdes sobre o estado nutricional e o crescimento somatico para
os centros hipotaldmicos que controlam a reprodug¢do. Estudos in vivo, utilizando inje¢cdes de IGF-I
no terceiro ventriculo de ratos sexualmente imaturos, demostraram que o IGF-I é capaz de promover
a liberagdo de LH, via ativagdo de GnRH, adiantando a puberdade nestes animais (Hiney et al.,
1996). Adicionalmente, Childs e colaboradores (2000) observaram algumas células na hipofise de
ratos que expressavam concomitantemente mRNA para gonadotrofinas e GH. Estas células ndo s6
expressavam mRNA para estes hormoénios, como também secretavam os mesmos, além de

possuirem receptores para GnRH ¢ GHRH (ver também Childs, 2000).

A deficiéncia de GH ou a resisténcia ao mesmo, bem como o excesso deste hormonio,
interferem no desenvolvimento e funcionamento do sistema reprodutivo no homem e em animais
experimentais de ambos os sexos (Strobl e Thomas, 1994; Bartke, 2000). Estudos em pacientes com
deficiéncia congénita de GH ou resisténcia ao GH (Rosenfeld et al.,, 1994) e em camundongos
mutantes com deficiéncia de GH (Chubb, 1987; Barlett et al., 1990), indicaram que a maioria dos
machos era fértil. No entanto, estes animais apresentavam varios problemas reprodutivos, incluindo
puberdade tardia, sub-desenvolvimento do sistema reprodutor (inclusive genitalia externa) e libido
reduzida. Segundo Bartke (2000), o GH n3o é um requerimento absoluto para a fertilidade dos
machos, sendo no entanto importante para o controle da maturagdo sexual e das fungdes
reprodutivas no adulto. O mesmo nao se aplica ao IGF-I, pois sua auséncia leva a faléncia na
maturacdo sexual e a infertilidade em camundongos deficientes deste hormonio (Baker et al., 1996).
Estas alteragdes ocorrem provavelmente devido a falta de produgdo de IGF-I
dependente/independente de GH, ou devido ao papel vital que o IGF-I exerce durante o
desenvolvimento inicial, ou ambos (Baker et al., 1996). Em estudos com camundongos fémeas
deficientes em receptor de GH, Danilovich e colaboradores (1999) concluiram que a resisténcia ao
GH e a conseqiiente redugdo nos niveis séricos de IGF-I estdo associados com puberdade tardia,
alteracdes no crescimento fetal e da placenta, atraso no parto e tamanho reduzido dos filhotes.
Chandrashekar e colaboradores (2001) avaliaram a fun¢do endocrina testicular em camundongos

deficientes para receptor de GH e observaram que os baixissimos niveis plasmaticos de IGF-I nestes



animais estavam relacionados com uma diminui¢do no nimero de receptores para LH nas células de
Leydig, e com uma baixa producao de testosterona em resposta a LH exogeno. Estes pesquisadores
relataram também baixo peso testicular médio nos animais mutantes, sugerindo que o crescimento
normal dos testiculos requer quantidades fisiologicas de GH, receptores para GH e IGF-I. Cecim e
colaboradores (1995a) investigaram os efeitos da superexpressio de GH em camundongos Tg
fémeas. Os autores observaram a ocorréncia de maturacdo sexual acelerada, porém com baixa
performance reprodutiva, evidenciada através de baixas taxas de acasalamento e prenhez. No
entanto, os animais que acasalaram tiveram altas taxas de ovulagdo e as fémeas que ficaram prenhes
tiveram um numero aumentado de implantagdes. Estes mesmos autores também observaram que
resultados semelhantes foram obtidos em fémeas normais que receberam injecdes de bGH. A
superexpressao de GH em camundongos Tg é geralmente compativel com a fertilidade nos machos
mas pode levar a uma liberagdo anormal de gonadotrofinas, deficits no comportamento sexual,
alteragdes patologicas nas glandulas sexuais acessorias, fertilidade reduzida e envelhecimento

reprodutivo precoce (Bartke et al., 2003).

3.4- A restrigdo calorica

Ja estd muito bem estabelecido que a restricdo calorica (CR) retarda o envelhecimento
previnindo doencas relacionadas ao mesmo, bem como prolonga significativamente o tempo de vida
em ratos ¢ camundongos de laboratorio (Weindruch e Sohal, 1997; Lane et al., 1999; Masoro, 2000,
2001). Efeitos similares também foram obtidos em caes (Kealy et al., 2002). Evidéncias ainda
preliminares mostram que a CR pode ser benéfica até para primatas (Barger et al., 2003; Ingram
et al., 2004; Roth et al., 2004), enquanto estudos envolvendo humanos apontam para uma
melhora provocada pela CR em alguns marcadores do envelhecimento, como niveis
periféricos de glicose e colesterol, bem como pressdo sangiiinea (Walford et al., 1992;
Heilbronn e Havussin, 2003). Bordone e Guarente (2005) defenderam que “as mudangas
fisiologicas provocadas pela CR contribuem para uma saide mais robusta ¢ provavelmente estas
mesmas mudangas levam a uma maior longevidade”. Estd também muito bem estabelecido que a
CR tem um efeito deletério sobre a reproducdo. A utilizagdo da CR no momento do desmame ou
logo ap6s 0 mesmo ndo s6 reduz o crescimento corporeo como retarda a maturacao sexual (Holehan
e Merry, 1985; Masoro, 2001), embora o periodo reprodutivo seja estendido (Holehan e Merry,
1985; McShane e Wise, 1996). Além disso, a freqiiéncia de partos ¢ o tamanho da ninhada também
sdo reduzidos pela CR (Holehan ¢ Merry, 1985; Masoro, 2001). Essa inibigao da fungdo gonadal
provocada pela CR é um importante ponto de debate quando se contempla a possibilidade do uso da

CR ou de abordagens que simulam a CR para retardar o envelhecimento em humanos, além da



preocupacao com o também relatado impacto negativo sobre os ossos, densidade mineral e outras

caracteristicas do esqueleto (Masoro, 2001; Roberts et al., 2001).

A interagdo entre CR e o eixo somatotrofico representa uma importante area de estudo visto
que a supressdo dos niveis periféricos de IGF-I ¢ um achado constante nos animais submetidos a
CR, podendo representar um dos mecanismos pelos quais a CR retarda o envelhecimento e prolonga
a vida (Sonntag et al., 1999; Shimokawa et al., 2003). E interessante notar que muitas das
caracteristicas fisiologicas observadas em animais que t€m interrup¢do no eixo somatotrofico sio
idénticas as observadas em animais sob CR, como a longevidade prolongada e a fertilidade reduzida.
No entanto, a maioria dos estudos utiliza CR de 30 a 60% (Weindruch e Sohal, 1997). O presente
estudo baseia-se na hipdtese de que uma restricdo branda, de apenas 20%, seria capaz de dissociar os
efeitos sobre a saude e a reprodug@o. Ou seja, o tramento traria beneficios para a saude sem
comprometer a fertilidade dos animais submetidos a CR. E, para isto, foram utilizados camundongos
pertencentes a diferentes linhagens, as quais apresentam alteragdes no eixo somatotréfico, a saber:
andes Ames, GHR-KO, Tg MT-bGH e Tg PEPCK-bGH, além dos camundongos normais oriundos
das mesmas ninhadas. A escolha de linhagens com alteragdo no eixo somatotréfico se deve
justamente as semelhangas encontradas entre animais com interrup¢do no eixo somatotrofico e
animais sob CR, na tentativa de se avaliar a possibilidade de um fator potencializar o outro, ou se
agiriam de modos completamente independentes, bem como se a CR amenizaria as condi¢des dos
Tg. Portanto, foram levantadas hipoteses/perguntas alternativas, como por exemplo: 1) 20% CR
seria capaz de reduzir os niveis de IGF-1?; 2) os animais normais sob 20% CR iriam se assemelhar
aos animais com interrup¢do no eixo somatotrofico?; e 3) 20% CR seria benéfica para os animais
transgénicos? Adicionalmente, foram avaliados os efeitos da CR de 10% e de 20% sobre um grupo
de machos normais provenientes da nossa colonia.

Um estudo publicado recentemente veio reforcar a importdncia de se investigar estas
linhagens supracitadas sob o efeito da CR: Bonkowski e colaboradores (2000) relataram os efeitos
da CR de 30% sobre a longevidade em camundongos GHR-KO, complementando um outro estudo
(Bartke et al., 2001a) acerca dos efeitos de 30% CR sobre longevidade em andes Ames.
Interessantemente, 30% CR provou ser benéfica para a longevidade de Ames mas ndo para os

mutantes GHR-KO.



5- MATERIAIS E METODOS

5.1- Animais

Foram utilizadas quatro linhagens de camundongos (Mus musculus), reproduzidas e
mantidas no biotério da Southern Illinois University: andes Ames (df/df) e normais (df/+ ou +/+) das
mesmas ninhadas foram produzidos através do acasalamento de camundongos machos df/df com
fémeas df/+ ou pelo cruzamento de animais df/+; GHR-KO (-/-) e normais (+/- ou +/4) das mesmas
ninhadas foram produzidos em nossa colonia a partir de animais gentilmente cedidos pelo Dr. J.J.
Kopchick através do cruzamento de machos -/- com fémeas +/- ou pelo acasalamento de animais
heterozigotos; e duas linhagens de transgénicos (Tg) que superexpressam bGH e animais normais
das mesmas ninhadas. Os transgénicos foram derivados de animais fundadores gentilmente cedidos
por Dr. T.E. Wagner e J.S. Yun, estes animais foram produzidos por microinje¢do em um zigoto do
gene para bGH associado ao promotor PEPCK de rato na linhagem PEPCK-bGH e o MT de
camundongo na linhagem MT-bGH, sendo as colonias mantidas acasalando-se machos Tg

homozigotos com fémeas normais hibridas C57BL/6 x C3H F1.

Todos os protocolos para a manuten¢cdo e manuseio dos animais utilizados neste estudo
foram aprovados pelo “Southern Illinois University Laboratory Animal Care and Use Committee” e
seguiam as instrugdes contidas no “NIH Guidelines for the Care and Use of Experimental Animals”.
Os animais foram mantidos em gaiolas contendo até 5 individuos de mesmo sexo/idade/fendtipo,
sob temperatura ambiente de 22+2°C e 12 horas luz / 12 horas escuro. O acesso a agua de torneira e
racdo formulada para roedores (Lab Diet 5001; ndo autoclavada; 23,4% proteina; 4,5% gordura;
5,8% fibras; PMI Nutrition International, Richmond IN-USA) foi ilimitado, exceto quando
submetidos a CR. A restricdo consistia em oferecer aos animais tratados 80% da quantidade de ragdo
consumida pelo grupo controle (ad libitum = AL), observando-se equivaléncia de sexo, idade e
fenotipo, A CR de 20% foi aplicada a quase todos os grupos experimentais, com exce¢do de um
unico grupo, constituido de machos normais, onde dois niveis de dieta foram aplicados: 20% e 10%.
A quantidade de racdo consumida pelos animais AL foi monitorada durante toda a duracao do
experimento, ¢ os valores eram sempre atualizados. A ragdo era colocada nas gaiolas dos animais
sob CR uma vez ao dia, entre 15:00 e 17:00h, pouco antes do periodo de escuro (18:00 as 06:00h),
no qual os roedores sdo mais ativos. A restri¢cao calérica foi aplicada durante todo o experimento, do
inicio ao dia do sacrificio, e s6 foi suspensa durante o teste de fertilidade. Os animais foram

observados diariamente e pesados semanalmente.



5.2- Grupos experimentais

5.2.1- Experimento 1- CR de 10 e 20% em idade avangada

Foram investigados numa primeira instincia, os efeitos de dois niveis de CR branda, a
saber, de 10 e 20% em camundongos machos normais provenientes da nossa colonia. O tratamento
foi iniciado aos 8 meses de idade, permitindo portanto a analise dos efeitos da CR numa idade mais
avangada. Apos 4 meses de tratamento, os animais foram submetidos a medi¢do dos niveis
plasmaticos de glicose, sem jejum e apds jejum de 12 horas (ver detalhes no topico 5.3). Ao
completar 8 meses de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de fertilidade (AL-n=5, CR
10%-n=7, CR 20%-n=5) (ver detalhes no topico 5.4). Os animais foram sacrificados aos 20 meses

de idade.

5.2.2- Experimento 2- CR de 20% em idade avancada

Como ambos os niveis de CR branda produziram efeitos ténues sobre os varios pardmetros
analisados, foi escolhido o nivel de 20% CR para ser aplicado em camundongos também de idade

avangada, pertencentes a linhagens que apresentam alteracdo no eixo somatotrofico.

Grupo 1- Andes Ames (Df) e N, machos e fémeas foram submetidos a 20% CR iniciando-se aos 8
meses de idade. O teste de fertilidade (ver detalhes no topico 5.4) foi realizado quando os animais
tinham 11 meses (n=3 por fendtipo/dieta em machos, e n=5 por fenotipo/dieta em fémeas). Os
animais em estudo foram acasalados com animais normais AL da nossa colonia de Ames mas que

ndo faziam parte do experimento de CR. Os animais foram sacrificados aos 14 meses de idade.

Grupo 2- Machos GHR-KO (KO) e N. A CR de 20% foi iniciada aos 7 meses de idade. Aos 11
meses de idade, os animais foram submetidos ao teste de fertilidade (ver detalhes no topico 5.4), 3
machos selecionados aleatoriamente de cada combinagdo fendtipo/dieta foram acasalados com
fémeas normais AL da nossa colonia de GHR-KO mas que néo faziam parte do experimento de CR.

Os animais foram sacrificados aos 13 meses de idade.

Grupo 3- Fémeas GHR-KO (KO) e N foram submetidas a 20% CR aos 4 meses de idade. Aos 13
meses de idade as fémeas foram submetidas ao teste de fertilidade (n=5 para N AL, N CR ¢ KO CR;

n=3 para KO AL) (ver detalhes no topico 5.4) através do acasalamento destas com machos normais



AL da nossa colonia de GHR-KO mas que ndo faziam parte do experimento de CR. Os animais

foram sacrificados aos 21 meses de idade.

Grupo 4- Machos e fémeas MT-bGH Tg e N foram submetidos a 20% CR aos 8-9 meses de idade.
Os animais deste grupo ndo foram submetidos ao teste de fertilidade. Os animais foram sacrificados

aos 11-12 meses de idade.

5.2.3- Experimento 3- CR de 20% em idade jovem

Com o objetivo de se avaliar se a CR de 20% teria um impacto maior ou menor quando
aplicada em animais jovens, foram utilizados camundongos pertencentes a linhagens que apresentam

alterag@o no eixo somatotrofico.

Grupo 1- GHR-KO (KO) e N, machos e fémeas foram submetidos a 20% CR aos 2-3 meses de
idade. Aos 6 meses de idade, machos (n=5 por subgrupo fenétipo/dieta) e fémeas (N AL-n=5; N
CR-n=5; KO AL-n=3; KO CR-n=2) foram acasalados (ver detalhes no topico 5.4) com
camundongos ICR (“International Cancer Research’) comprados do laboratério Harlan (Harlan
Bioproducts for Science, Inc., Indianapolis IN-USA). Os animais foram sacrificados aos 8-9 meses

de idade.

Grupo 2- Machos e fémeas PEPCK-bGH Tg e N foram colocados sob dieta de 20% CR aos 3 meses
de idade. Aos 7 meses de idade, foram submetidos ao teste de fertilidade (n=5 para machos N AL e
N CR; n=4 para machos Tg AL e Tg CR, bem como fémeas N AL e N CR; e n=3 para fémeas Tg
AL e Tg CR) (ver detalhes no topico 5.4). Animais de ambos os sexos foram acasalados com
camundongos ICR comprados do laboratério Harlan (Harlan Bioproducts for Science, Inc.,

Indianapolis IN-USA). Os animais foram sacrificados aos 11 meses de idade.

5.3- Glicemia com e sem jejum

Os machos normais pertencentes ao experimento 1, apos terem sido submetidos a CR de 10
e 20% por 4 meses, tiveram seus niveis plasmaticos de glicose (glicemia) medidos com e sem jejum.
Com o auxilio de um estilete, a extremidade da cauda foi cortada, e a gota de sangue resultante foi
lida com o auxilio de um glicosimetro (OneTouch Ultra Meter, LifeScan Inc., Milpitas CA-USA).
As medigdes foram feitas em duplicatas por animal. No experimento sem jejum os animais foram

testados aproximadamente as 09:00h, sem passar por qualquer alteragdo na sua alimentagao habitual.



Na semana seguinte, aproximadamente no mesmo hordrio da manha, os animais foram testados
novamente, mas desta vez, eles haviam passado por um jejum de 12 horas. Toda a ragdo das gaiolas
havia sido retirada na noite anterior (aproximadamente as 21:00h), tanto dos animais sob CR quanto
dos AL. Cada individuo possuia uma marca¢ao, tornando possivel saber suas medi¢des com e sem
jejum, permitindo assim a andlise estatistica pelo teste t pareado, além da analise de varidncia

(ANOVA).

5.4- Teste de fertilidade

Os animais foram colocados em grupos de trés por gaiola, sendo um macho com duas
fémeas, sob as mesmas condi¢des de luz e temperatura descritas anteriormente. Os animais foram
mantidos assim por 14 dias. Durante este periodo, eles tiveram acesso livre a agua e ragdo. As
fémeas eram checadas diariamente para a existéncia de tampdes vaginais (indicativos do
acasalamento) e ocorréncia de prenhez. Apos os 14 dias, os machos do experimento bem como as
fémeas vazias foram colocados de volta as condi¢des experimentais originais. As fémeas prenhes
foram colocadas em gaiolas individuais ¢ permaneceram alimentando-se a vontade até o nascimento
da ninhada, quando entdo voltaram para as condi¢des experimentais originais. O numero de filhotes
nascidos vivos foi anotado por fémea. Os filhotes resultantes do teste de fertilidade, bem como os

animais ICR comprados para o mesmo foram sacrificados apds o teste de fertilidade.

5.5- Coleta de tecidos

Os animais foram sacrificados sempre no periodo da manha e ap6s 12 horas de jejum. Este é
o procedimento padronizado no laboratério. Apds anestesia com isoflurano (Aerrane, Baxter
HealthCare Corporation, Deerfield IL-USA), os animais tiveram o sangue coletado por pungio
cardiaca e sacrificados através de deslocamento cervical. Em geral, foram coletados
aproximadamente 500ul de sangue dos camungongos homozigotos recessivos das linhagens Ames e
GHR-KO; e 1000ul dos animais normais e transgé€nicos. Os testiculos e as glanculas sexuais
acessorias (vesiculas seminais + glandulas de coagulacdao) dos machos, € os ovarios e o utero das
fémeas foram rapidamente removidos, pesados e congelados para posterior processamento. O figado
foi removido e congelado para posterior analise. O sangue tratado com EDTA 0.5M foi centrifugado

e o plasma coletado foi mantindo a -80°C para posterior analise.

5.6- Parametros plasmaticos



A concentragdo plasmatica de glicose foi determinada utilizando-se o método colorimétrico
da Sigma (Sigma Diagnostics, St. Louis MO-USA). Kits de ELISA (“Enzyme-linked
Immunosorbent Assay’”) foram usados para dosagem de insulina (Crystal Chem Inc., Downers
Grove IL-USA, precisdo intra-analise CV < 10,0%) e IGF-I (Immunodiagnostic Systems Inc.,
Fountain Hills AZ-USA, precisao intra-analise CV < 6,4%) no plasma. Radioimunoanalise (RIA) foi
utilizada para dosagem de testosterona no plasma e em homogeneizado testicular (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles CA-USA, precisdo intra-analise CV < 12,0%) nos machos; e de
progesterona (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster TX-USA, precisdo intra-analise CV <
8,0%) e estradiol (MP Biomedicals, LLC, Solon OH-USA, precisao intra-analise CV < 15,7%) nas
amostras de plasma das fémeas. Todas as amostras foram analisadas sempre em duplicatas, seguindo
as instru¢des do fabricante. Para cada sexo, todas as quatro combinagdes fenotipo/dieta foram

analisadas de uma vez, evitando-se assim variagdes inter-analise.

5.7- Homogeneizacdo do testiculo

Fragmentos de testiculo de peso determinado foram colocados em tubos de ensaio contendo
500pul de tampdo fosfato (50mM; pH 7,4; contendo sucrose 0,25M) gelado, e entdo homogeneizados
utilizando um homogeneizador grande (Tekmar Tissumizer Typ SDT 1810S9, Tekmar Company,
Cincinnati OH-USA). As amostras foram entdo centrifugadas a 600 x g por 10 minutos a 4°C para a
precipitacdo dos fragmentos de estruturas nucleares e citoplasmaticas. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado novamente, a 10000 x g por 20 minutos a 4°C para a separacdo dos fragmentos
mitocondriais. O sobrenadante foi entdo coletado e mantido a -80°C até o momento do uso para

RIA.

5.8- Radioimunoanalise do homogeneizado testicular

Os niveis de testosterona no homogeneizado testicular foram medidos através de RIA
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles CA-USA, precisdo intra-andlise CV < 12,0%). As
amostras foram analisadas sempre em duplicatas, seguindo as instru¢des do fabricante. O volume de
homogeneizado utilizado foi de 50 ul, a mesma quantidade recomendada no manual de instru¢des
para plasma. Todas as quatro combinagdes fendtipo/dieta foram analisadas de uma vez, evitando-se

assim variacOes inter-analise.

5.9- Extracdo de RNA



O RNA total foi extraido de fragmentos de vesiculas seminais, ovarios, utero e¢ figado
utilizando-se o método da guanidina-tiocianato (“Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform”)
segundo Sambrook (2001) e de testiculo utilizando-se o mesmo método porém segundo
Chomczynski e Sacchi (1987). Todos os tecidos foram homogeneizados utilizando-se um
homogeneizador pequeno (Tissue Tearor Model 985370, Biospec Products Inc., Bartlesville OK-
USA). No momento de serem processadas para extracdo de RNA, as vesiculas seminais foram
dissecadas das glandulas de coagulacdo, ¢ entdo esvaziadas e pesadas. Todas as amostras de RNA

passaram por eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio.

5.10- Producéo de cDNA

O kit “iScript” de sintese de cDNA (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA-USA) foi utilizado
para se produzir cDNA a partir de 2 pg de RNA, seguindo as orientagdes do fabricante. As amostras
de RNA mais o coquetel iScript foram colocados em um termociclador (Eppendorf Mastercycler
Personal), e submetidas a 25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos e entdo

mantidas a 4°C.

5.11- RT-PCR

O PCR de tempo real - RT-PCR foi conduzido utilizando-se o kit “iScript one-step RT-
PCR” com “SYBR Green” (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA-USA) e termociclador
“SmartCycler” (Cepheid, Sunnyvale CA-USA). Os iniciadores utilizados estdo listados na TAB. 2.
O termociclador foi ajustado para fazer 40 ciclos, cada um consistindo de 3 temperaturas:
desnaturagdo a 95°C, anelamento a 62°C e polimerizagdo a 72°C. Controles negativos foram
incluidos em todas as analises e consistiam do mix para PCR contendo os iniciadores porém sem a
amostra de cDNA. As informagdes obtidas da curva de fusdo (“‘melting”) e da eletroforese em gel
de agarose a 2% foram usadas para confirmar os produtos do PCR. Os valores obtidos para os
diferentes genes no limiar de detec¢do (““‘threshold cycle”) (ACt) foram normalizados para o gene
referéncia, a B-2-microglobulina (B2M) através da subtracdo do ACt obtido para B2M do ACt obtido
para o gene de interesse. Os resultados sdo mostrados como nivel de expressdo relativa ao grupo N
AL, ou seja, o controle. Todos os dados foram processados utilizando-se os programas SmartCycler

(Cepheid, Sunnyvale CA-USA) e Microsoft Excel (Redmond WA-USA).



5.12- Andlise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se os programas SPSS 10.0.1 (SPSS
Inc. Headquarters, Chicago IL-USA) e GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software Inc., San Diego
CA-USA). Os resultados sdo mostrados como média + erro padrao da média. O teste t pareado foi
utilizado para se comparar os niveis de glicose no sangue, com e sem jejum, nos machos normais do
experimento 1. A ANOVA bifatorial foi usada para se avaliar os efeitos de fendtipo, dieta e da
interagd@o fenotipo vs. dieta. Sempre que apropriado, Tukey e Games-Howell foram utilizados como
testes post-hoc, dependendo se a igualdade das varidncias poderia ser assumida ou ndo,
respectivamente. O teste do Qui-quadrado foi empregado para se comparar as frequéncias de
prenhez no teste de fertilidade. O niimero de filhotes € mostrado como média + erro padrdo da média
por fémea que teve filhotes e analisado por ANOVA bifatorial ou teste t de Student’s quando se

queriam comparar apenas duas médias. O nivel de significancia foi estabelecido a p<0.05.



6- RESULTADOS

6.1- Efeitos da CR sobre a fertilidade

Experimento 1- A analise pelo Qui-quadrado revelou que ndo havia diferenca significativa entre as
3 dietas aplicadas aos machos normais estudados. Foi detectada diferenga significativa (p<0,03) no
numero de filhotes, quando comparando médias, notou-se que a significancia foi atingida entre AL e
10% CR: as fémeas acasaladas com machos que estavam sob 10% CR tiveram menos filhotes que as

acasaladas com animais AL (5,67 = 3,5 contra 11,5 £ 1,0) (TAB. 3).

Experimento 2- Grupo 1- A dieta ndo afetou a performance reprodutiva dos camundongos da
linhagem Ames, machos ou fémeas. Foi observada uma diferenca significativa numa analise geral
pelo Qui-quadrado de p<<0,03 nos machos e p<0,05 nas fémeas. Foi detectado um efeito de fenotipo
(p<0,01) em ambos os sexos: animais N foram férteis enquanto nenhum dos andes Ames estudados
foram capazes de produzir ninhadas. Diferengas fenotipicas também foram observadas quando se
analisou o numero de filhotes, visto que nenhum dos andes teve prole. Nao foram detectadas
diferencas entre animais N AL e N CR, de ambos os sexos, em relagdo ao nimero de filhotes (TAB.

3).

Grupo 2- O teste do Qui-quadrado revelou que ndo haviam diferencas significativas quando os 4
subgrupos (fenotipo/dieta) de machos da linhagem GHR-KO eram analisados. No entanto,
considerando-se somente os animais N, a CR reduziu (p<0,05) a capacidade reprodutiva em relagdo
ao grupo AL. O nimero de filhotes ndo foi significativamente diferente em qualquer dos subgrupos

analisados (TAB. 3).

Grupo 3- Os diferentes subgrupos de fémeas pertencentes a linhagem GHR-KO ndo diferiram
estatisticamente sob uma analise geral pelo Qui-quadrado, porém, considerando-se animais N
separadamente, a CR melhorou (p<0,05) a fertilidade. Somente uma fémea N AL (de 5 animais)
teve filhotes enquanto todas as 5 fémeas N CR produziram ninhadas. No entanto, nenhuma diferenca
foi observada no nuimero de filhotes comparando-se esses dois subgrupos. Por outro lado, no
fenotipo KO, somente uma fémea KO AL (de 3 animais) teve filhotes, enquanto nenhuma das 5
fémeas KO CR teve prole (TAB. 3).

Experimento 3- Grupo 1- Houve uma diferenga significativa (p<0,001), numa analise geral pelo

Qui-quadrado, comparando-se os 4 subgrupos de machos da linhagem GHR-KO. Esta diferenca se



devia ao efeito de fenotipo (p<0,001), observado quando as dietas eram agrupadas, a titulo de
analise. Neste caso, os machos N se reproduziram melhor que os machos KO (TAB. 3). O ntimero
de filhotes ndo foi diferente estatisticamente. Curiosamente, nenhuma das 8 fémeas acasaladas com
os machos KO CR tiveram filhotes, enquanto 3 em 8 fémeas acasaladas com machos KO AL
tiveram ninhadas. A performance das fémeas em estudo no teste de fertilidade ndo foi diferente
estatisticamente numa analise geral pelo Qui-quadrado, embora as fémeas N tenham se saido melhor
(p<0,05) que as fémeas KO quando as dietas eram agrupadas na analise estatistica (TAB. 3).
Nehuma diferenga significativa foi observada no niimero de filhotes embora as fémeas KO tenham
apresentado uma tendéncia para ninhadas menores (N AL- 6,20 + 1,24; N CR- 7,00 £ 0,71; KO AL-
3,50 £ 0,50; e KO CR- 4,00) (TAB. 3).

Grupo 2- Houve uma diferenca significativa (p<0,03) em termos gerais, no teste de fertilidade,
comparando-se os 4 subgrupos de machos da linhagem PEPCK-bGH. Animais N apresentaram
melhor performance que os Tg (p<0,01 para dietas agrupadas, comparando-se fenétipos; p<0,01
para machos AL, comparando fenotipos); nenhum efeito de dieta foi observado. Nehuma diferenca
significativa foi observada no numero de filhotes entre os diferentes subgrupos de machos da
linhagem PEPCK-bGH. A performance das fémeas no teste de fertilidade ndo foi diferente
estatisticamente, numa analise geral pelo Qui-quadrado. No entanto, as fémeas N de ambas as dietas
(CR e AL) tiveram maior (p<0,01) fertilidade que as fémeas Tg, também de ambas as dietas.
Fémeas N sob CR mostraram uma tendéncia para ninhadas maiores (7,50 + 0,50), comparadas as
féemeas N AL (3,50 £ 0,96), embora os numeros ndo tenham sido estatisticamente diferentes.

Enquanto isso, nenhuma das fémeas Tg gerou filhotes (TAB. 3).

6.2- Efeitos da CR sobre a glicemia com e sem jejum

Resultados deste parametro encontram-se na FIG. 2. Através da andlise de varidncia
(ANOVA), constatou-se nos machos normais do experimento 1 uma diferenca estatistica (p<0,001)
na glicemia dos animais sem jejum, quando compararam-se as dietas: a CR de 10% reduziu a
glicemia em 22,8% em relagdo a AL, e a CR de 20% reduziu a glicemia em 17,8% em relagdo a AL.
Nao houve diferenca estatistica entre CR de 10 e 20% para este parametro. Também ndo foi
detectado pela ANOVA qualquer efeito significativo das dietas sobre os niveis de glicose apos o
jejum de 12 horas. Ja o teste t pareado demonstrou uma diferenga significativa (p<0,001) na
glicemia dos animais quando submetidos ou nido ao jejum. A média geral (n=25) para a glicemia
apods jejum foi 14,12% menor que quando os animais ndo passaram por jejum (88,92 £ 2,69 vs.
103,54 £ 3,29; respectivamente). Comparando-se médias da glicemia com e sem jejum dentro de

cada dieta, observou-se diferenga estatistica (p<0,001) entre as médias nos animais AL (n=8) (96,81



+ 5,49 vs. 120,0 £ 2,49; respectivamente) e 20% CR (n=9) (83,78 £ 3,47 vs. 98,61 £ 3,16;
respectivamente). Nao houve diferenca entre as médias nos animais sob 10% CR (n=8) com e sem

jejum (86,81 + 4,26 vs. 92,63 + 6,12; respectivamente).

6.3- Efeitos da CR sobre o0 peso corporal

As curvas de crescimento dos animais em estudo encontram-se na FIG. 1. E possivel notar,
através das barras de erro padrio da média, que houve diferenca significativa ao longo do
experimento em alguns casos. No entanto, ao final do experimento, no dia do sacrificio (niimeros
mostrados nas TABS. 4 a 9), s6 foi observado efeito significativo da dieta sobre o peso corporal no
grupo de machos da linhagem PEPCK-bGH (TAB. 9), onde os animais CR de ambos os fenotipos
foram 11,7% mais leves (p<0,01) que os animais AL de ambos os fendtipos. Por outro lado, o
fenotipo teve efeito significativo (p<0,001) sobre o peso corporal em todos os grupos estudados,
sendo os animais N mais pesados que os KO e andes Ames, enquanto os Tg foram sempre mais
pesados que os N. A analise do peso corporal dos machos da linhagem GHR-KO, Exp.2 (TAB. 6) e
das fémeas da linhagem PEPCK-bGH (TAB. 9) indicou interagdo significativa (p<0,01 e p<0,04;

respectivamente) entre os dois parametros analisados: fenotipo e dieta.

6.4- Efeitos da CR sobre o peso dos 6rgaos reprodutivos

Experimento 1- Os pesos dos testiculos (FIG. 3A) e das glandulas sexuais acessorias (FIG. 4A),
bem como o indice gonadossomatico (IGS) (peso da gonada / peso corporal x 100) (FIG. 3A), ndo
sofreram efeito da dieta neste experimento, embora fosse notada uma tendéncia para reducdo nestes

pardmetros, proporcionalmente ao grau de restri¢ao caldrica.

Experimento 2- Grupo 1- Os machos da linhagem Ames apresentaram testiculos 38,2% mais leves
comparados aos machos N (FIG. 3B). Foi observado também um efeito da dieta: os animais andes
sob CR apresentaram testiculos mais leves (58,1%; p<0,02) que os animais andes AL. O IGS dos
machos apresentou uma interacao significativa de fendtipo vs. dieta (FIG. 3B). O peso das glandulas
sexuais acessdrias seguiu o mesmo padrdo do peso testicular, ou seja, nos animais N ele foi maior
(4,1 vezes) que nos animais andes (FIG. 4B). Adicionalmente, foi observado um efeito da dieta
sobre este parametro: andes sob CR apresentaram glandulas 80,4% mais leves (p<0,04) comparados
com andes AL. Foi observada nas fémeas dessa linhagem uma redugao (49,6%) no peso dos ovarios

nos animais andes comparados com os N, dietas combinadas, além disso, a CR reduziu o peso dos



ovarios em 30,7% comparado ao regime AL, fenotipos combinados (FIG. 3C). O IGS nao foi

diferente significativamente entre os subgrupos de fémeas (FIG. 3C).

Grupo 2- Os machos KO da linhagem GHR-KO apresentaram testiculos 48,6% mais leves
comparados com os machos N, mas nenhum efeito da dieta foi observado (FIG. 3D).
Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas entre os valores de IGS nos machos desta
linhagem (FIG. 3D). Quanto as glandulas sexuais acessorias, foram detectados efeitos significativos
de fenétipo e de dieta, ou seja, nos machos KO elas eram 69,2% mais leves que nos machos N,
dietas combinadas, € nos animais sob CR elas eram 20,2% mais leves que nos animais AL, fenotipos

combinados (FIG. 4C).

Grupo 3- Os ovarios das fémeas KO de ambas as dietas foram 51,1% mais leves que os ovarios das
fémeas N (FIG. 3E). A dieta ndo teve efeito significativo sobre este parametro. Nenhuma diferenga
foi encontrada nos valores de IGS (FIG. 3E). Quanto ao peso do utero, foi observada uma interagédo

significativa de fenotipo vs. dieta (FIG. SA).

Grupo 4- O peso dos testiculos nos machos Tg da linhagem MT-bGH foi 1,2 vezes maior que nos
machos N, porém, talvez devido ao seu peso corporal muito maior, o IGS dos Tg foi 17,1% menor
que dos machos N (FIG. 3F). Nenhum efeito da dieta foi observado sobre o peso dos testiculos ou
sobre o IGS nos machos (FIG. EF). Quanto as glandulas sexuais acessorias, nos machos Tg elas
foram mais pesadas (1,3 vezes) comparadas as dos machos N, dietas combinadas (FIG. 4D). Foi
observado um efeito da dieta sobre este pardmetro: os machos sob CR apresentaram glandulas
28,1% mais leves que as dos machos AL, fendtipos combinados. Ja nas fémeas, os ovarios foram 1,5
vezes mais pesados nas fémeas Tg que nas fémeas N (FIG. 3G), mas nenhuma diferenga
significativa foi observada para os valores calculados de IGS (FIG. 3G) ou para o peso do utero

(FIG. 5B).

Experimento 3- Grupo 1- Os machos N da linhagem GHR-KO apresentaram testiculos mais
pesados (2,0 vezes) que os dos machos KO (FIG. 3H). Foi observado um efeito da dieta devido ao
peso testicular reduzido (8,2%; p<0,01) em animais N CR comparados com N AL. O IGS foi 1,2
vezes mais alto nos machos KO que nos machos N (FIG. 3H). Houve um efeito do fenotipo sobre o
peso das glandulas sexuais acessorias: animais N de ambas as dietas apresentaram glandulas mais
pesadas (3,0 vezes) que os animais KO de ambas as dietas (FIG. 4E). O efeito da dieta sobre o peso
das glandulas sexuais acessorias se deve a uma redugao em 14,2% observada nos animais CR,
comparados com os animais AL, fen6tipos combinados. O peso dos ovarios foi 3,2 vezes maior nas

fémeas N, comparadas as KO (FIG. 3I). A CR também teve efeito significativo sobre este



pardmetro: animais KO CR apresentaram ovarios 37,5% mais leves (p<<0,03) que os animais KO
AL. O IGS nas fémeas N foi 1,7 vezes maior que nas fémeas KO, dietas combinadas (FIG. 3I). A
CR reduziu em 25,8% o IGS nas fémeas, fenotipos combinados. Adicionalmente, fémeas N

apresentaram uteros 3,0 vezes mais pesados que os das fémeas KO (FIG. 5C).

Grupo 2- Nenhuma diferenga significativa foi observada no peso testicular dos animais pertencentes
a linhagem PEPCK-bGH, embora o IGS tenha sido 1,3 vezes maior nos machos N de ambas as
dietas, comparados com os machos Tg de ambas as dietas (FIG. 3J). A CR reduziu em 24,9% o peso
das glandulas sexuais acessorias, fenotipos combinados (FIG. 4F). Nas fémeas, ndo foram
observadas diferengas no peso de ovarios comparando-se fenotipos (FIG. 3L). Por outro lado, foi
observado um efeito da dieta sobre este parametro: fémeas N CR apresentaram ovarios menores
(46,1%; p<0,001) que as fémeas N AL. O IGS foi 48,8% menor nas fémeas Tg que nas fémeas N,
dietas combinadas (FIG. 3L). Nao foram observadas diferengas quando se comparou o peso do ttero

nos diferentes subgrupos (FIG. 5D).

6.5- Efeitos da CR sobre os parametros plasmaticos

Experimento 1- Todos os resultados acerca dos pardmetros plasmaticos medidos neste grupo apos o
término do experimento encontram-se na TAB. 4. Nao foi observada diferenga significativa entre os
trés subgrupos em relagdo aos niveis de glicose e de insulina no plasma. No entanto, foi observado
um efeito da dieta sobre os niveis plasmaticos de IGF-I: a CR de 20% reduziu (p<0,01) em 18,9%
este parametro, em relagdo a AL. A CR de 10% ndo atingiu significancia, ou seja, ndo foi diferente
de AL ou 20% CR. Os niveis plasmaticos de testosterona ndo foram diferentes estatisticamente
quando se compararam as diferentes dietas.

Experimento 2- Grupo 1- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 5. Os machos
andes Ames apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos de glicose (49,0%), insulina (72,1%) e
IGF-I (90,2%), comparados com os machos N. Ndo houve efeito significativo de dieta. Os niveis
plasmaticos de testosterona ndo diferiram comparando-se fenotipos ou dietas. As fémeas anas Ames
apresentaram redu¢do nos niveis de glicose (50,3%), IGF-I (96,4%), progesterona (62,1%) e
estradiol (29,5%) comparadas com as fémeas N. Ndo foram detectadas diferengas nos niveis de
insulina entre os 4 subgrupos (fenétipo/dieta) de fémeas. A CR nio teve efeito sobre quaisquer dos

pardmetros analisados nesta linhagem.

Grupo 2- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 6. Foi detectada uma interacao
fenotipo vs. dieta nos niveis plasmaticos de glicose e IGF-I nos machos da linhagem GHR-KO. Os
niveis periféricos de insulina foram mais baixos (77,5%) nos machos KO, comparados com os

machos N, dietas combinadas. E interessante notar que os valores absolutos observados para os



niveis plasmaticos de glicose ¢ insulina nos machos N CR foram muito mais préximos dos
observados nos animais KO que os dos animais N AL. Nao foram observadas diferencas nos niveis

plasmaticos de testosterona.

Grupo 3- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 6. As fémeas KO da linhagem
GHR-KO apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos de glicose (25,8%) e IGF-1 (92,0%)
comparadas com as fémeas N. Houve uma interagdo fendtipo vs. dieta sobre os niveis de insulina no
plasma. Note que os animais N sob CR apresentaram niveis de insulina (valores absolutos) muito
semelhantes aos dos animais KO. Nenhuma diferenca foi observada quando se compararam os
niveis plasmaticos de progesterona ou estradiol nos diferentes subgrupos (fenotipo/dieta) das fémeas

desta linhagem.

Grupo 4- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 7. Os machos Tg da linhagem
MT-bGH apresentaram elevados niveis plasmaticos de insulina (3,2 vezes) e IGF-I (1,8 vezes),
comparados com os machos N. Nenhuma diferenca estatistica foi detectada nos niveis de glicose e
testosterona nos machos desta linhagem. As fémeas Tg apresentaram elevagdo nos niveis de glicose
(1,2 vezes), insulina (3,3 vezes), IGF-I (1,6 vezes) e estradiol (4,0 vezes), comparadas com as
fémeas N. Nao houve diferenca nos niveis de progesterona comparando-se os diferentes subgrupos

de fémeas.

Experimento 3- Grupo 1- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 8. Foi observada
uma interacdo fendtipo vs. dieta nos niveis plasmaticos de glicose dos machos pertencentes a
linhagem GHR-KO. Os niveis de IGF-I no plasma dos machos KO foram 90,4% mais baixos
comparados aos machos N. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada nos niveis plasmaticos de
insulina ou testosterona dos machos. As fémeas KO apresentaram reducdo nos niveis de glicose
(12,8%), IGF-I (80,9%) e estradiol (61,2%) comparadas as fémeas N. A CR teve um efeito
significativo sobre os niveis de progesterona no plasma: os animais N CR apresentaram niveis deste
hormoénio 55,9% mais baixos (p<0,01) que os animais N AL, bem como as fémeas KO CR
apresentaram redugdo em 59,4% (p<0,01) nos niveis deste hormonio, comparadas as fémeas KO

AL. Nenhuma diferenca foi detectada nos niveis de insulina das fémeas desta linhagem.

Grupo 2- Todos os resultados deste grupo encontram-se na TAB. 9. Os machos Tg pertencentes a
linhagem PEPCK-bGH apresentaram niveis plasmaticos de glicose 36,8% mais baixos que os
machos N. Os niveis de IGF-I foram 2,2 vezes mais altos nos machos Tg comparados aos N. Foi
detectada uma interagdo significativa de fenotipo vs. dieta sobre os niveis de insulina no plasma.
Nao houve diferenca significativa entre os valores observados para testosterona no plasma. As

fémeas Tg, a semelhanga do ocorrido com os machos, apresentaram niveis plasmaticos de glicose



reduzidos em 22,8% comparadas com as fémeas N, dietas combinadas. Houve uma interagdo
fenotipo vs. dieta sobre os niveis plasmaticos de IGF-I e estradiol. Nenhuma diferenca foi detectada
nos niveis de insulina e progesterona nas fémeas desta linhagem, além disso, nenhum efeito de dieta

foi significativo em ambos 0s sexos.

6.6- Efeitos da CR sobre os niveis de testosterona no testiculo

Os niveis de testosterona em homogeneizado testicular foram extremamente variaveis entre
os individuos analisados, a semelhanga do encontrado para os niveis plasmaticos deste hormoénio.
Em todos os experimentos, ndo houve diferenga significativa nos niveis de testosterona nos
testiculos (FIG.6). Em nenhum caso houve significancia para fenétipo ou para dieta, € em um caso,

o da linhagem MT-bGH (FIG. 6D), houve interagdo fendtipo vs. dieta.

6.7- Efeitos da CR sobre a expresséo génica no figado

Experimento 1- Os machos normais submetidos a CR de 10% e de 20% ndo apresentaram
diferencas significativas entre si ou em comparacdo aos animais AL para quaisquer dos genes
analisados no figado: IGF1 (FIG. 7A), PGC-la (“peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator-lalpha’) (FIG. 7A), SIRT1 (“sirtuin”) (FIG. 7A) e mSTal (sulfotransferase de
camundongo) (FIG. 8A).

Experimento 2- Grupo 1- A expressdo génica de IGF1 no figado estava reduzida nos andes Ames
comparados aos animais N, machos (89,1%) e fémeas (92,9%) (FIGS. 7B e 7C, respectivamente).
Nenhuma diferenga foi detectada na expressdo hepatica de mRNA para PGC-1o em ambos 0s sexos
(FIGS. 7B ¢ 7C). Os andes Ames machos apresentaram niveis mais elevados (1,5 vezes) de mRNA
para SIRT1 que os machos N (FIG. 7B). Nas fémeas, a CR aumentou em 1,6 vezes a expressdo de
mRNA para SIRT1 no figado, em relacdo as fémeas AL, fendtipos combinados (FIG. 7C). Nas
fémeas, analisando-se cada fenotipo separadamente ¢ comparando-se as dietas, a expressdo hepatica
de SIRT1 alcangou significAncia nos animais N: as fémeas N CR apresentavam uma elevacao no
mRNA para SIRT1 em 1,7 vezes, em relacdo as fémeas N AL (FIG. 7C). Foi observado um efeito do
fenotipo sobre os niveis hepaticos de mRNA para mSTal em diregdes opostas nos dois sexos: os
machos andes apresentaram niveis 13,2 vezes mais altos de mSTal que os machos N (FIG. §B),
enquanto nas fémeas, os animais N ¢ que apresentaram maiores niveis deste gene (2,4 vezes)

comparados com animais andes Ames (FIG. 8C).



Grupo 2- A expressao génica de IGF1 no figado foi 99,2% mais baixa nos machos KO da linhagem
GHR-KO, em relagdo aos machos N (FIG. 7D). Em contraste, a expressdo hepatica de PGC-1a foi
mais alta (3,0 vezes) nos mutantes em relagao aos N (FIG. 7D). Nenhuma diferenga foi detectada na
expressao génica de SIRT1 no figado dos machos desta linhagem (FIG. 7D). Houve uma interagdo

fenotipo vs. dieta na expressdo de mRNA para mSTal no figado (FIG. 8D).

Grupo 3- Os niveis hepaticos de mRNA para IGF1 estavam reduzidos em 97,1% nas fémeas KO da
linhagem GHR-KO, em relagdo as fémeas N (FIG. 7E). Em contrapartida, nas mesmas fémeas KO,
houve uma elevac@o nos niveis hepaticos de mRNA para PGC-1a (2,7 vezes) (FIG. 7E) e SIRT1
(1,2 vezes) (FIG. 7E), em relagdo as fémeas N. Também, para ambos os genes supracitados, foi
detectado um efeito da dieta: a CR promoveu um aumento na expressao de PGC-1a (1,4 vezes) e
SIRT1 (1,3 vezes), em relagdo aos animais AL, fenotipos combinados (FIG. 7E). Foi observada uma

interagdo fenotipo vs. dieta na expressao de mRNA para mSTal no figado desses animais (FIG. 8E).

Grupo 4- Os machos Tg pertencentes a linhagem MT-bGH apresentaram niveis reduzidos (25,7%)
de mRNA para SIRT1 no figado, em relagdo aos machos N (FIG. 7F). A expressdo génica de IGF1
(FIG. 7F) e mSTal (FIG. 8F) no figado ndo foi significativamente diferente entre os diferentes
subgrupos de machos estudados. Houve uma interagdo fenotipo vs. dieta na expressdo hepatica de
PGC-1a (FIG. 7F). As fémeas Tg apresentaram uma redugdo nos niveis hepaticos de mRNA para
SIRT1 (29,7%) (FIG. 7G) e um aumento nos niveis de mRNA para mSTal (1,6 vezes) (FIG. 8G), em
relacdo as fémeas N. As fémeas desta linhagem ndo apresentaram niveis diferentes de mRNA para
IGF1 no figado (FIG. 7G). Houve uma interacao fendtipo vs. dieta na expressao génica de PGC-1la

no figado das fémeas (FIG. 7G).

Experimento 3- Grupo 1- Os machos KO da linhagem GHR-KO apresentaram niveis de expressao
de mRNA para IGF1 no figado 98,5% mais baixos que os dos machos N (FIG. 7H). Por outro lado,
os mesmos animais KO apresentaram uma elevagao nos niveis de mRNA para PGC-1a (4,7 vezes)
(FIG. 7H), SIRT1 (1,7 vezes) (FIG. 7H) e mSTal (6.461,0 vezes) (FIG. 8H) comparados aos machos
N. Nas fémeas KO, os niveis hepaticos de expressdo de mRNA foram 96,9% mais baixos para IGF1
(FIG. 71); 2,7 vezes mais altos para PGC-1a (FIG. 7I); 1,6 vezes mais altos para SIRT1 (FIG. 7]) e
1,9 vezes mais altos para mSTal (FIG. 8I), comparadas com as fémeas N, dietas combinadas.

Nenhum efeito da dieta foi observado sobre a expressdo génica hepatica em ambos os sexos.

Grupo 2- Os machos Tg da linhagem PEPCK-bGH apresentaram expressao génica de IGF1 no
figado 1,3 vezes mais alta que os machos N (FIG. 7J). Nenhuma diferenca foi observada na

expressdo hepatica de mRNA para PGC-1a (FIG. 7J), SIRT1 (FIG. 7J) ou mSTal (FIG. 8J) nos



machos. Os niveis hepaticos de mRNA nas fémeas Tg eram maiores para IGF1 (1,4 vezes) (FIG.
7L), e menores para PGC-1a (73,1%) (FIG. 7L) e mSTal (73,5%) (FIG. 8L), comparadas com as
fémeas N. Nenhuma diferenca foi detectada nos niveis de expressdo génica de SIRT1 (FIG. 7L) no

figado das fémeas desta linhagem.

6.8- Efeitos da CR sobre a expressdo génica nos 6rgaos reprodutivos

Experimento 1- Os machos N submetidos a 10 e 20% CR ndo apresentaram diferencas
significativas entre si ou quando comparados aos animais AL para quaisquer dos genes analizados
nos testiculos: IGF1l (FIG. 9A), AROM (aromatase) (FIG. 9A), HSD3 (3-B-hidroxisteroide
dehydrogenase/isomerase) (FIG. 10A), CYP17 (citocromo P450c17, atua como 17a-hidroxilase e
como Cy7liase) (FIG. 10A), AR (receptor de androgeno) (FIG. 11A), LHR (receptor de LH) (FIG.
11A) e FSHR (receptor de FSH) (FIG. 11A); ou nas vesiculas seminais: AR (FIG. 13A).

Experimento 2- Grupo 1- Os niveis ovarianos de mRNA para IGF1 nas fémeas da linhagem Ames
foram 8,3 vezes mais altos nas ands Ames, comparadas com as fémeas N (FIG. 12A). Nenhuma

diferenga foi detectada na expressdo ovariana de mRNA para LHR ou FSHR (FIG. 12A).

Grupo 2- Houve uma interagdo fenotipo vs. dieta na expressdo gé€nica de AR nos testiculos dos
machos da linhagem GHR-KO (FIG. 11B). Foi observado um efeito tanto de fenotipo quanto da
dieta sobre a expressdo génica testicular de FSHR: os animais KO apresentaram niveis deste gene
2,1 vezes mais altos que os animais N, dietas combinadas, enquanto que a CR de 20% promoveu um
aumento de 1,2 vezes nos niveis de mRNA para FSHR, em relagdo aos animais AL (FIG. 11B). Foi
detectado um efeito do fenotipo sobre a expressdo génica de CYP17 nos testiculos: os animais KO
apresentaram uma reducdo de 40,0% nos niveis deste gene, comparados com os animais N, dietas
combinadas (FIG. 10B). Nao houve diferenca na expressdo génica de AROM no testiculo (FIG. 9B).
Nenhuma diferenca foi detectada nos niveis testiculares de mRNA para IGF1 (FIG. 9B), HSD3
(FIG. 10B) e LHR (FIG. 11B).

Grupo 3- Nao houve diferenca na expressao ovariana dos genes LHR, FSHR e IGF1 nas fémeas da
linhagem GHR-KO (FIG. 12B). Do mesmo modo, ndo foram detectadas diferengas na expressdo de

mRNA para ESR no ttero (FIG. 14A).

Grupo 4- Houve uma interacdo fendtipo vs. dieta sobre a expressdao gé€nica de IGF1 nos testiculos
dos machos pertencentes a linhagem MT-bGH (FIG. 9C). Foi detectado um efeito da dieta sobre os

niveis de mRNA para AR: a CR causou um aumento de 1,3 vezes em relagdo aos animais AL,



fenotipos combinados (FIG. 11C). Quando comparando médias individuais, a significancia foi
atingida no grupo N: os animais N CR apresentaram niveis deste gene 1,6 vezes mais altos (p<0,02)
que os animais N AL. Houve um efeito do fendtipo sobre a expressdo testicular de HSD3: os
animais Tg apresentavam reducdo em 23,6% no mRNA para este gene, comparados com 0s animais
N, dietas combinadas (FIG. 10C). Nao foram detectadas diferencas nos niveis testiculares de mRNA
para AROM (FIG. 9C), CYP17 (FIG. 10C), LHR (FIG. 11C), FSHR (FIG. 11C). Adicionalmente,
ndo houve diferenca na expressao de mRNA para AR nas vesiculas seminais (FIG. 13B). Nao foram
observadas diferencas na expressdo génica de LHR, FSHR ou IGF1 nos ovarios da fémeas desta
linhagem (FIG. 12C). Também ndo foram detectadas diferencas nos niveis de mRNA para ESR no

utero (FIG. 14B).

Experimento 3- Grupo 1- Os machos KO da linhagem GHR-KO apresentaram niveis de expressao
testicular de mRNA para AROM maiores (1,9 vezes) que os dos machos N (FIG. 9D). Nao houve
diferenca significativa nos niveis de mRNA para IGF1 (FIG. 9D), HSD3 (FIG. 10D) e LHR (FIG.
11D) nos testiculos. Foi detectado um efeito do fendtipo sobre a expressdo génica testicular nos
animais desta linhagem: os niveis de mRNA para CYP17 apresentavam-se reduzidos em 49,3% nos
animais KO, em relagdo aos animais N (FIG. 10D); para AR estavam elevados em 1,6 vezes nos
animais KO, comparados aos animais N, dietas combinadas (FIG. 11D); e para FSHR também
estavam elevados em 2,9 vezes nos animais KO, comparados aos animais N, dietas combinadas
(FIG. 11D). Nenhuma diferenga foi detectada nos niveis de mRNA para AR nas vesiculas seminais
(FIG. 13C). Nas fémeas KO, os niveis de mRNA para FSHR nos ovarios foi maior (1,4 vezes) que
nas fémeas N, dietas combinadas (FIG. 12D). Adicionalmente, a CR causou um aumento de 1,8
vezes na expressdo ovariana de mRNA para FSHR, fenodtipos combinados (FIG. 12D).
Especificamente, quando se compararam os subgrupos, a influéncia da dieta sobre a expressdao de
FSHR ocorreu nos animais N: as fémeas N CR tinham este pardmetro aumentado (p<0,01) em 2,6
vezes, comparadas com as fémeas N AL (FIG. 12D). Nao foram detectadas diferengas na expressao
ovariana de mRNA para LHR ou IGF1 (FIG. 12D). A expressdo génica de ESR (receptor de
estrogeno) em utero foi 3,6 vezes mais alta nas fémeas KO que nas fémeas N, dietas combinadas

(FIG. 14C).

Grupo 2- Foi detectado um efeito do fenotipo sobre a expressdo génica testicular dos animais da
linhagem PEPCK-bGH: os niveis de mRNA para IGF1 foram 1,3 vezes mais altos nos animais Tg
que nos animais N, dietas combinadas (FIG. 9E); para HSD3 foram 27,2% mais baixos nos animais
Tg, comparados com os animais N, dietas combinadas (FIG. 10E); e para CYP17 estavam também
reduzidos em 37,7% nos animais Tg, comparados com os animais N, dietas combinadas. (FIG. 10E).
A expressao génica de AROM (FIG. 9E), AR (FIG. 11E), LHR (FIG. 11E) e FSHR (FIG. 11E) nos

testiculos nao diferiu significativamente entre os diferentes subgrupos. Nao foram detectadas



diferencas nos niveis de mRNA para AR nas vesiculas seminais (FIG. 13D). Nas fémeas desta
linhagem, a dieta teve um efeito sobre a expressdao génica nos ovarios: a CR aumentou em 4,8 vezes
os niveis de FSHR e em 3,7 vezes os niveis de IGF1 em relagdo aos animais AL, fenotipos
combinados (FIG. 12E). Nenhuma mudanga significativa foi detectada nos niveis de mRNA para

LHR nos ovarios (FIG. 12E) ou ESR no utero (FIG. 14D).



7- DISCUSSAO

7.1- Efeitos da CR sobre a fertilidade

A restrigdo caldrica (CR) retarda o envelhecimento, previne doengas e prolonga a vida,
porém com um efeito negativo sobre a fecundidade. Para analisar esta inter-relagdo e caracterizar os
efeitos de uma restricdo calorica branda, foram avaliados os efeitos da CR de 20% sobre a
performance reprodutiva de camundongos machos e fémeas pertencentes a linhagens geneticamente
determinadas para maior ou menor longevidade, bem como os animais normais provenientes das
mesmas ninhadas. Adicionalmente, testou-se o efeito de 10 e 20% CR sobre um grupo de

camundongos machos normais.

Os animais utilizados na avaliacdo da fertilidade incluem os andes Ames, os camundongos
“knockout™ para receptor de GH - GHR-KO, os transgénicos que superexpressam bGH sob o
promotor PEPCK de rato, os animais normais provenientes das mesmas ninhadas dos animais
supracitados, todos submetidos a CR de 20%, ¢ os machos normais submetidos a CR de 10% e 20%.
Os animais transgénicos da linhagem MT-bGH ndo foram testados para fertilidade. Os resultados
encontrados demonstram que a restricdo caldrica branda ndo afeta a performance reprodutiva em
todos os grupos estudados. A unica excecdo foram os machos e fémeas da linhagem GHR-KO do
Exp. 2, grupos nos quais foi observado um efeito da dieta, mas somente quando se analisou
estatisticamente o fenétipo N isoladamente. E interessante notar que nestes animais N, os machos e
as fémeas foram afetados pela dieta de modos opostos: os machos N CR tiveram performance pior
no teste de fertilidade que os machos N AL, ¢ as fémeas N CR se sairam melhor que as N AL neste
teste. Estas fémeas tinham 13 meses de idade quando foram testadas para fertilidade, e esta melhor
performance observada nos animais sob CR pode ser devido a uma extensao no periodo reprodutivo
destes animais, fato relatado para animais sob CR (Merry e Holehan, 1979; McShane ¢ Wise, 1996).
Em todas as linhagens estudadas foi observado um efeito de fenotipo pois os animais mutantes e
transgénicos sempre se sairam pior no teste de fertilidade, comparados com os animais normais,
independentemente da dieta. Estes resultados estdo de acordo com relatos anteriores acerca da
reduzida fertilidade destes mutantes (Bartke, 1965; Naar et al., 1991; Bartke et al., 1992; Cecim et
al., 1995a e b; Zhou et al., 1997; Chandrashekar et al., 1999; Zaczek et al., 2002). Chama a atengao
o fato de nenhum dos homozigotos andes Ames testados - machos ou fémeas - terem tido filhotes
apos o acasalamento. As fémeas Tg PEPCK testadas também ndo produziram ninhadas. Este achado
esta de acordo com os relatos sobre a esterilidade precoce e de alta incidéncia nestas fémeas (Cecim

et al., 1995). Surpreendentemente, os machos KO CR da linhagem GHR-KO do Exp. 1 ndo foram



capazes de se reproduzir. Isto foi inesperado porque esterilidade ndo ¢ uma caracteristica destes
mutantes, eles geralmente sdo, no maximo, subférteis (Chandrashekar et al., 1999; Bachelot et al.,
2002; Zaczek et al., 2002). Talvez a CR, mesmo sendo branda, foi suficiente para exercer um efeito
deletério numa ja comprometida capacidade reprodutiva. Além disso, a CR pode ter atuado
exacerbando o atraso na maturacdo sexual, conhecida nestes mutantes (Keene et al., 2002). A
infertilidade destes animais testados pode também estar ligada ao pequeno numero amostral (4

machos por subgrupo).

7.2- Efeitos da CR sobre a glicemia com e sem jejum

A medi¢do da glicemia com e sem jejum nos machos normais do experimento 1 apresentou-
se como uma oportunidade de avaliar como os animais sob diferentes dietas (AL,10% CR e 20% CR
) reagiriam a um jejum de 12 horas. O teste t pareado comprovou que as taxas de glicose eram
menores apos jejum. Entretanto, mais interessante foi notar que, quando analisou-se sob a ANOVA
o impacto da dieta sobre a glicemia, a significancia so foi alcangada nos animais sem jejum. Quando
estes mesmos animais passaram por um jejum de 12 horas, ndo foi possivel se detectar diferenga
significativa entre as médias nas diferentes dietas. Resultados similares a este do jejum foram
encontrados para este mesmo grupo ao final do tempo de experimento, quando todos os animais
foram sacrificados, bem como em todos os outros grupos ao fim do experimento. Vale lembrar que
em todos os grupos experimentais os animais passaram por um jejum de 12 horas antes de serem

sacrificados.

7.3- Efeitos da CR sobre o peso corporal

A redugd@o no peso corporal é um achado constante em animais sob CR (Masoro, 2005).
Portanto, o fato da 20% CR nao afetar o peso corporal em praticamente todos os grupos estudados
(com excecdo dos machos da linhagem PEPCK-bGH), e da CR de 10% e 20% ndo afetarem o peso
corporal dos machos normais estudados, foi de certo modo inesperado. No entanto, a reducdo no
peso corporal é geralmente proporcional ao grau de restricdo caldrica. Visto que na maioria dos
estudos descritos na literatura esta restri¢ao é de 30 a 40% ou mesmo maior (Masoro, 2005), a CR
branda aplicada no presente estudo talvez tenha provocado mudangas muito pequenas no peso
corporal, a ponto de ndo serem detectadas pelos métodos estatisticos aplicados € na amostragem de
animais estudados. Por outro lado, confirmaram-se as diferencas fenotipicas no peso corporeo, ja

relatadas anteriormente (Cecim et al., 1993; Bartke et al., 2002; Bartke, 2005).



7.4- Efeitos da CR sobre o peso dos 6rgaos reprodutivos

A redugdo no peso dos 6rgaos reprodutivos em animais sob CR ¢é relatada na literatura
(Chen et al., 2005). Os resultados do presente estudo confirmam este achado, visto que varios dos
grupos examinados apresentaram reducdo significativa no peso das génadas e de outros o6rgaos
reprodutivos. No entanto, este fato somente se confirma quando se analisam os valores absolutos.
Quando se leva em consideragdo o peso da gonada em relacdo ao peso corporal (IGS= peso da
gbnada / peso corporal x 100), o efeito da CR foi confirmado apenas sobre um grupo estudado: o das
fémeas da linhagem GHR-KO Exp. 1, que apresentaram uma redugao significativa do IGS pela 20%
CR. Mais especificamente, as fémeas KO CR apresentaram esta redugdo em relagdo as fémeas KO
AL. O peso do utero nas fémeas e das glandulas sexuais acessorias nos machos, relativos ao peso
corporal, foi reduzido pela 20% CR nas fémeas da linhagem GHR-KO Exps. 2 ¢ 3 e nos machos das
linhagens Ames, MT-bGH e GHR-KO Exp. 3, mas ndo nos demais grupos/subgrupos.

7.5- Efeitos da CR sobre o0s parametros plasmaticos

Visto que foi testada a hipdtese de que a CR branda (20% ou até 10%) seria beneficial para
a saude e ndo prejudicaria a reprodugdo, foram avaliados os niveis plasmaticos de glicose, insulina e
IGF-I. Ha na literatura forte evidéncia de que a CR melhora a sensibilidade a insulina, e os baixos
niveis de glicose nos animais sob CR confirmam isto (Masoro, 2005). E interessante notar que tanto
a CR quanto mutagdes que prolongam a vida, como nas linhagens Ames ¢ GHR-KO, levam a uma
reducdo nos niveis periféricos de insulina e glicose (Bartke, 2005). E mais, este é provavelmente um
dos mecanismos pelos quais ambas intervengdes prolongam a vida (Bartke et al., 2001b; Barger et
al., 2003). Baixos niveis periféricos de IGF-I também sdo um achado constante nestes animais de
maior longevidade (Bartke et al., 2001b; Barger et al., 2003). Ikeno e colaboradores (2003)
sugeriram que a supressao dos niveis periféricos de IGF-I, observada nos camundongos da linhagem
Ames, esta relacionada com o atraso no aparecimento de doencas neoplasicas fatais e
conseqiientemente com a maior longevidade observada nestes mutantes. A CR, do mesmo modo,
leva a uma redugdo nos niveis periféricos de IGF-I e também a uma longevidade aumentada

(Shimokawa et al., 2003).

E importante salientar que os resultados mostrados no presente estudo foram obtidos de
animais que passaram por um periodo de jejum de 12 horas antes de serem sacrificados. A ragdo foi
oferecida aos animais sob CR na tarde anterior a manha do sacrificio, entdo, ainda naquela noite, 12

horas antes do sacrificio, toda a ragao foi retirada das gaiolas, tanto de animais CR quanto AL.



Os niveis de glicose no plasma nao foram significativamente alterados pela CR em
quaisquer dos grupos estudados, ja o efeito de fenotipo era freqiientemente observado. Estes
resultados foram de certo modo inesperados porque a redug¢ao nos niveis plasmaticos de glicose ¢é
comum em animais submetidos a CR (Masoro, 2005). Em termos numéricos (sem significancia
estatistica), na maioria dos grupos estudados, a saber as linhagens: andes Ames, GHR-KO Exp. 1 e
PEPCK bGH, machos e fémeas, foi observada uma tendéncia para niveis elevados de glicose nos
animais que estavam sob CR. Este resultado pode ser explicado pela possibilidade de que os animais
que viveram sob CR teriam melhor capacidade de lidar com o jejum prolongado, comparados com
os animais AL, visto que os primeiros ja estariam acostumados a passar parte dos seus dias sem
ragdo na gaiola. E possivel que os animais sob CR sejam capazes de ativar a via da gluconeogénese

mais eficientemente que os animais AL.

Os resultados para niveis plasmaticos de insulina se assemelham aos da glicose. O
tratamento ndo afetou este parametro em todos os grupos estudados. E, mais uma vez, quando
analisam-se valores absolutos, foi observado que alguns grupos sob CR apresentaram uma tendéncia
para niveis mais elevados de insulina. Estes grupos foram: machos da linhagem MT-bGH, e machos
e fémeas das linhagens GHR-KO Exp. 3 e PEPCK-bGH. A explicagdo para isto ¢ provavelmente a
mesma levantada a pouco para os niveis de glicose, ou seja, os animais sob CR estariam melhor
adaptados a longos periodos sem comida, o que provavelmente reduziria o impacto do jejum de 12

horas sobre seus niveis de insulina.

O tratamento também ndo afetou os niveis plasmaticos de IGF-I em praticamente todos os
grupos estudados, apesar dos relatos acerca da reducdo nos niveis periféricos de IGF-I em animais
sob CR (Shimokawa et al., 2003). A tnica exce¢do foram os machos normais submetidos a CR de
10% e 20%, nos quais foi observada uma tendéncia para niveis reduzidos de IGF-I em quase todos
os animais submetidos a CR, comparados com os animais AL. Provavelmente a CR utilizada neste
estudo foi branda o suficiente para que seus efeitos ndo atingissem significancia estatistica. O
achado obvio foi o do efeito de fenoétipo, ja que os animais homozigotos mutantes das linhagens
GHR-KO e Ames apresentaram niveis plasmaticos de IGF-I quase indetectaveis, comparados com
os N (Chandrashekar e Bartke, 1993; Coschigano et al., 2000; Bartke et al., 2001a), ao passo que os
animais homozigotos transgénicos das linhagens MT-bGH e PEPCK-bGH possuiam altissimos
niveis deste hormonio no plasma, comparados com os animais N (Naar et al., 1991; Cecim et al.,

1993; Cecim et al., 1994; Bartke, 2000).

Para aprofundar a investigacdo dos efeitos da CR branda sobre a reprodugdo, foram
mensurados os niveis plasmaticos dos principais hormonios esterdides: testosterona, estradiol e
progesterona. Os niveis periféricos de testosterona ndo foram afetados pelo tratamento em quaisquer

dos grupos estudados. Este resultado difere de alguns estudos onde foi aplicada uma CR mais



severa, com conseqiiente reducgdo significativa nos niveis de testosterona (Dong et al., 1994; Young
et al., 2000). O fato é que, no presente estudo, os niveis de testosterona no plasma foram
extremamente variaveis dentro dos subgrupos, e esta variagdo era de certo modo esperada devido a
relatos prévios mostrando o padrio pulsatil de liberagao deste hormonio em camundongos (Bartke et
al., 1973; Bartke e Dalterio, 1975). Esta alta variacdo poderia estar mascarando os efeitos da CR
branda, aplicada no presente estudo. Os niveis periféricos de estradiol e progesterona ndo foram
afetados de modo geral pela CR, por outro lado, era freqliente o efeito do fendtipo sobre estes
pardmetros nos grupos estudados. As fémeas ands Ames apresentaram niveis reduzidos de estradiol
e progesterona, comparadas com as fémeas N. Embora a diferenga nos niveis de progesterona entre
as fémeas Tg e N da linhagem MT-bGH nao tenha atingido significancia, foi observado um grande
efeito de fenodtipo sobre os niveis de estradiol, visto que os animais Tg apresentaram niveis mais
altos deste hormoénio, comparados com os animais N. As fémeas Tg da linhagem PEPCK-bGH
seguiram a mesma tendéncia que as MT-bGH para niveis de estradiol no plasma, embora sem
significancia estatistica. As fémeas da linhagem GHR-KO Exp. 3 apresentaram redugdo nos niveis
de progesterona pela CR, sendo portanto, o tnico caso de efeito de dieta sobre os niveis plasmaticos
de hormdnios sexuais. Enquanto isso, nesta mesma linhagem, os niveis de estradiol mostraram-se

reduzidos no fenotipo KO, comparado com N.

7.6- Efeitos da CR sobre os niveis de testosterona nos testiculos

Devido a liberagdo pulsatil de testosterona para a circulacdo sangiiinea (como uma
conseqiiéncia direta da liberagdo pulsatil de LH) (Bartke et al., 1973; Bartke ¢ Dalterio, 1975), a
medicdo dos niveis de testosterona em homogeneizado testicular representou, a principio, um
pardmetro provavelmente mais seguro para demonstrar o estado androgénico dos animais em estudo.
No entanto, a alta variabilidade caracteristica dos niveis plasmaticos de testosterona foi também
observada nos niveis testiculares deste hormonio nos grupos estudados. Nao foi detectado efeito
significativo de fenotipo ou de dieta sobre este parametro em todos os grupos. Embora a habilidade
de se detectar diferencas possa estar comprometida pela alta variabilidade inerente a este parametro,
os resultados do presente estudo podem também significar que a intensidade de CR aplicada foi

realmente branda.

7.7- Efeitos da CR sobre a expresséo génica no figado



Um outro método utilizado para se avaliar os efeitos da CR branda sobre parametros
relacionados a saude foi checar a expressao de alguns genes no figado. Os genes selecionados
aparentemente estdo envolvidos com o controle do envelhecimento e do efeito da CR sobre a
longevidade. O horménio IGF-I é produzido em grande escala no figado apos a estimulacao pelo
GH, e age por todo o organismo promovendo proliferacdo celular e diferenciacdo. Entretanto, o
IGF-I também tem sido relacionado com a ocorréncia de doengas neoplésicas, e a redugdo nos seus
niveis periféricos tem sido associada com um prolongamento na longevidade em camundongos
(Ikeno et al., 2003). Como mencionado anteriormente, a redug¢do nos niveis de IGF-I ¢ um achado
constante nos animais submetidos a CR. Portanto, foi avaliado se uma CR de 20 % (ou mesmo de
10%) teria efeito sobre a expressio de mRNA para IGF1 no figado. Os resultados mostraram
nenhuma diferenga entre os grupos tratados (CR) e controle (AL). Apenas o efeito do fendtipo foi
detectado: os animais homozigotos mutantes das linhagens Ames e GHR-KO (Exp. 2 e 3) ¢
apresentaram niveis baixissimos ou indetectaveis de mRNA para IGF1, enquanto os Tg da linhagem
PEPCK-bGH apresentaram altos niveis de mRNA para este gene, comparados com os animais N.
Estes achados foram de certo modo antecipados, visto que os animais mutantes da linhagem Ames
ndo produzem GH, e os da linhagem GHR-KO ndo possuem receptores para GH, comprovando que
a produgdo de IGF-I no figado destes animais ¢ gravemente comprometida (Bartke, 2005). Por outro
lado, os animais Tg da linhagem PEPCK-bGH possuem elevados niveis periféricos de GH e
portanto (Cecim et al., 1994), era de se esperar que apresentassem um aumento na expressao de
mRNA para IGF1 no figado, comparados com os animais N. E interessante notar que os animais Tg
da linhagem MT-bGH nao expressaram mais mRNA para IGF1 no figado que os animais N. Isto se
deve provavelmente a sua elevacdo relativamente modesta nos niveis plasmaticos de GH,

comparados com os da linhagem PEPCK-bGH (Naar et al., 1991).

O produto do gene PGC-1a, a proteina PGC-1a é um efetor-chave no controle da produgdo
de glicose no figado e ha relatos da elevagdo nos seus niveis no figado em condigdes de jejum (Yoon
et al., 2001; Rhee et al., 2003). No presente estudo, no entando, a expressao hepatica de mRNA para
PGC-1a ndo foi influenciada pela CR branda de modo geral, com excegdo das fémeas da linhagem
GHR-KO Exp. 2, as quais apresentaram um aumento na expressdo deste gene com a 20% CR. Por
outro lado, o efeito de fenotipo foi muito freqiiente. Os machos mutantes das linhagens Ames e
GHR-KO Exp. 2, também os machos e¢ fémeas mutantes da linhagem GHR-KO Exp. 3 apresentaram
niveis mais altos de mRNA para PGC-1a no figado, comparados com os animais N. Em contraste,
as fémeas Tg da linhagem PEPCK-bGH apresentaram niveis mais baixos de mRNA para PGC-1a,
comparadas com as fémeas N. Al-Regaiey e colaboradores (2005) submeteram machos da linhagem
GHR-KO a 30% CR e ndo encontraram qualquer efeito da dieta sobre os niveis hepaticos de mRNA
para PGC-1la mRNA no figado destes animais. Porém, os mesmos autores observaram um efeito de

fenotipo: os homozigotos mutantes (KO) expressavam mais mRNA para este gene que os animais



N. Por outro lado, ainda neste estudo, os niveis da proteina PGC-1a encontravam-se aumentados no
fenotipo KO e com a dieta (30% CR). Estes autores mediram os niveis da proteina PGC-1la em
machos da linhagem PEPCK-bGH e observaram uma redugdo nos niveis de proteina nos animais

Tg, comparados aos N.

SIRT1 ¢ o homdlogo presente em mamiferos da molécula Sir2 (“silencing information
regulator 2”), muito descrita animais inferiores. Ambos fazem parte da familia de deacetilases
dependentes de NAD chamada “Sirtuins” (Hekimi e Guarente, 2003). Em fungos e nematodeos, a
longevidade pode ser prolongada através da inducdo de Sir2 (Kaeberlein et al., 1999; Tissenbaum e
Guarente, 2001). E interessante notar que os resultados do presente estudo estio em conformidade
com os estudos supracitados, acerca da relagdo do SIRT1 com a longevidade, visto que os
camundongos mutantes de maior longevidade do presente estudo apresentaram niveis mais altos de
mRNA para SIRT1 no figado, comparados com os animais N. Em contrapartida, os mutantes de
menor longevidade do presente estudo demonstraram niveis de mRNA para SIRT1 mais baixos que
os dos animais N. Ha evidéncias consideraveis ligando as “sirtuins’ com os efeitos da CR sobre a
longevidade. Foi demonstrado que a Sir2 tem um papel central no aumento da longevidade em
resposta a CR em Saccharomyces cerevisiae (Lin et al., 2000), Caenorhabditis elegans (Wang e
Tissenbaum, 2006) ¢ Drosophila melanogaster (Rogina e Helfand, 2004). Em um elegante estudo,
Rodgers e colaboradores (2005) demonstraram que a SIRT1 interage com o PGC-1la durante o
jejum e, através desta interagdo, controla os processos de gliconeogénese ¢ glicolise no figado. Além
disso, foi sugerido em outro trabalho que a CR prolonga a vida através da indugdo de SIRT1, que
por sua vez trabalharia em associacdo com o Ku70 para modular a susceptibilidade das células a
apoptose induzida por estresse (Cohen et al., 2004). No presente estudo, foi detectado um efeito da
dieta sobre os niveis hepaticos de mRNA para SIRT1 somente nas fémeas N das linhagens Ames ¢
GHR-KO Exp. 2, nas quais a CR aumentou significativamente a expressdo de SIRT1. Talvez,
também neste caso, a CR foi branda o suficiente para produzir diferencas ndo muito claras na
expressao de SIRT1. Al-Regaiey e colaboradores (2005) relataram um aumento nos niveis da
proteina SIRT1 no figado com o uso de 30% CR em machos da linhagem GHR-KO,
independentemente do fenotipo, mas nenhum efeito do fendtipo sobre este pardmetro. Ao passo que
nos machos da linhagem PEPCK-bGH houve um aumento dos niveis da proteina SIRT1 nos animais
Tg comparados com os animais N. As diferengas entre o trabalho supracitado e o presente estudo

podem ser devido as diferengas experimentais, incluindo a severidade e o tempo de CR.

As sulfotransferases citosolicas, agrupadas em uma superfamilia chamada SULTSs, estdo
envolvidas com a conjugacdo de grupos sulfato a varios horménios, drogas, neurotransmissores ¢
compostos xenobioticos (Weinshilboum et al., 1997). A sulfotransferase de deidroepiandrosterona
(DHEA), chamada SULT2A1, é um membro da subfamilia SULT2 e age sobre DHEA, testosterona,
estrogeno e acidos biliares (Strott, 2002). Os niveis de mRNA para SULT2A1 aumentam com a



idade em ratos e camundongos, mas Echchgadda e colaboradores (2004) mostraram que a CR
previne o aumento de mRNA para mSTal (mouse DHEA-sulfotransferase) inerente ao
envelhecimento. A DHEA e seu sulfato, DHEAS, foram propostos como marcadores do
envelhecimento em humanos e em primatas ndo-humanos, especificamente devido ao declinio
crescente nos niveis destas moléculas com o avango da idade nestes animais (Berr et al., 1996; Lane
et al., 1997; Mazat et al., 2001; Goncharova et al., 2002). Nos machos do presente estudo, foram
encontradas diferengas extremas nos niveis hepaticos de mRNA para mSTal quando foram
comparados os fenotipos, enquanto que nas fémeas, as diferencas fenotipicas foram pequenas.

Nenhum efeito de dieta foi detectado em quaisquer dos grupos estudados.

7.8- Efeitos da CR sobre a expressédo génica nos 6rgdos reprodutivos

A aromatase (Cypl19al ou AROM) ¢é a enzima responsavel pela conversdo de androgenos
em estrogenos, e pertence a superfamilia do citocromo P450 (Simpson et al., 1994) (FIG. 15). O
unico grupo no qual foram detectadas diferengas estatisticas na expressao testicular do gene AROM
foi o de machos da linhagem GHR-KO, Exp. 3: os animais KO apresentaram niveis mais altos deste
gene comparados com os animais N. Estes homozigotos mutantes tém performance reprodutiva
inferior aos animais N. Talvez, além dos fatores ja conhecidos que contribuem para a fertilidade
reduzida dos camundongos (Chandrashekar et al., 1999; Chandrashekar et al., 2004), mais um
poderia ser adicionado: maior expressao de mRNA para AROM nos testiculos, o que poderia estar
levando a uma maior taxa de conversdo de testosterona em estradiol. A 20% CR nio alterou os

niveis de mRNA para AROM nos animais estudados.

Mesmo sendo ja conhecido que a CR leva a uma reducdo dos niveis plasmaticos de IGF-I
(Shimokawa et al., 2003), ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de mRNA para
IGF1 nos testiculos em quaisquer dos grupos examinados. Mais uma vez, ¢ possivel que 20%CR ¢
branda ¢ modo a ndo causar alteragcdes significativas. Por outro lado, quando se comparam
fenotipos, foi observada diferenca significativa na expressao testicular de IGF1 em um grupo: o de
camungongos da linhagem PEPCK-bGH. O fato ndo foi uma surpresa, visto que a expressdo
gonadal de mRNA para IGF1 pode ser bem diferente da expressdo hepatica deste gene, ¢
conseqiientemente dos niveis plasmaticos de IGF-I. Animais com niveis plasmaticos de IGF-I
abaixo do detectavel foram descritos como possuindo niveis normais ou quase normais de expressao
testicular de mRNA para IGF1 (Chandrashekar, comunicagdo pessoal). Talvez o mesmo seja
verdadeiro para animais com niveis plasmaticos muito elevados de IGF-I, como os transgénicos do
presente estudo. Na linhagem PEPCK-bGH, o unico grupo onde foi encontrada diferenca na

expressao testicular de mRNA para IGF1, estes niveis encontravam-se reduzidos em apenas 22.6%



nos animais N em comparagdo com os animais Tg, uma diferenca muito inferior a diferenca nos

niveis plasmaticos de IGF-I entre transgé€nicos e normais, relatada no presente estudo.

E interessante notar que os homozigotos mutantes da linhagem GHR-KO, Exp. 3,
apresentaram elevag@o na expressao testicular de mRNA para AR, comparados com os animais N.
Isto talvez represente um mecanismo compensatorio, visto que os mutantes tém testiculos de menor
tamanho e reprodugdo até certo ponto comprometida. A 20%CR induziu um aumento nos niveis de
mRNA para AR nos animais de ambos os fenotipos da linhagem MT-bGH. Provavelmente, também
neste caso, houve um mecanismo compensatorio, tentando manter as fungdes testiculares normais,

apesar da CR.

Nenhuma diferenca estatistica foi detectada nos niveis testiculares de mRNA para LHR nos
grupos examinados. Isto pode ser um indicativo de que a CR de 20% ou mesmo de 10%, ¢ branda o

bastante para ndo comprometer este parametro testicular nos grupos estudados.

Os camundongos transgénicos que superexpressam bGH ndo apresentaram diferengas na
expressao testicular de mRNA para FSHR. No entanto, os camundongos homozigotos mutantes da
linhagem GHR-KO, Exps. 2 ¢ 3, apresentaram niveis testiculares de mRNA para FSHR mais altos
que os animais N. Além do efeito de fenotipo, observado nos animais dos Exps. 2 ¢ 3, somente no
Exp. 2 foi observado também um efeito de dieta: a 20% CR promoveu um aumento da expressdo
deste gene nos testiculos dos animais de ambos os fenodtipos. Este aumento na expressao testicular
de mRNA para FSHR nos homozigotos mutantes em compara¢do com os animais N da linhagem
GHR-KO provavelmente reflete uma resposta aos reduzidos niveis plasmaticos de FSH reportados
para estes animais (Chandrashekar et al., 2001). O FSH regula negativamente os niveis do seu
proprio receptor (Tsutsui et al., 1985). As conseqiiéncias funcionais de uma expressao aumentada de
mRNA para FSHR nos testiculos incluem a compensagdo parcial pela supressdo da liberagdo de

FSH pelo fenétipo ou pelo fen6tipo em combinagédo com a CR.

A esteroidogénese testicular ocorre principalmente nas células de Leydig e envolve uma
série de eventos bioquimicos que vdo culminar na producdo de hormonios esterdides a partir de
colesterol (FIG. 15). Uma das enzimas cruciais para este processo ¢ a 3p-hidroxiesteroide
desidrogenase/isomerase (3BHSD), a qual converte pregnenolona em progesterona (Payne e
Youngblood, 1995). Esta enzima pode ser encontrada nas membranas mitocondriais € microsomais,
dependendo do tipo celular e da espécie considerada (revisdo em Payne e Hales, 2004). Os animais
da linhagem GHR-KO, Exps. 2 e 3, ndo apresentaram diferencas na expressao de mRNA para HSD3
nos testiculos comparando-se dietas ou fenétipos. E interessante notar que em ambas as linhagens de
transgénicos, MT-bGH e PEPCK-bGH, foi observado um efeito de fenotipo: os animais Tg

apresentaram niveis testiculares mais baixos de mRNA para HSD3 que os animais N.



Outra enzima de grande importancia na esteroidogénese ¢ a citocromo P450c17, também
chamada Cypl7, uma tUnica enzima com dupla fungdo: 17a-hidroxilase e Ci;yoliase (Payne e
Youngblood, 1995; Bair e Mellon, 2004) (FIG. 15). Esta ezima microsomal, portanto, catalisa duas
reacOes distintas: primeiro ela converte progesterona em 17c-hidroxiprogesterona através de
hidroxilagdo da primeira no carbono 17, e so entdo cliva a cadeia lateral de dois carbonos, resultando
na formagdo da androstenediona (Payne e Youngblood, 1995). Em humanos, esta enzima é expressa
nas adrenais ¢ nas gonadas mas ndo na placenta, enquanto que em roedores ela é expressa na
placenta ¢ nas gonadas mas ndo nas adrenais (Bair ¢ Mellon, 2004). No presente estudo, foram
detectadas diferencas nos niveis testiculares de mRNA para CYP17 em trés grupos experimentais:
linhagem GHR-KO, Exps. 2 ¢ 3 e linhagem PEPCK-bGH. Nestes grupos, os mutantes ou
transgénicos sempre apresentaram niveis mais baixos deste gene em comparagdo com os animais N.
Estes mutantes e transgé€nicos sdo conhecidos por sua sub-fertilidade, portanto, os resultados acerca
da expressdao de mRNA para CYP17 ndo sdo inesperados. No entanto, a 20% CR ou mesmo 10% CR

ndo afetaram este parametro em quaisquer dos grupos examinados.

A expressdo ovariana dos genes LHR, FSHR e IGF1 foi também examinada. Os niveis de
mRNA para FSHR estavam aumentados nas fémeas KO da linhagem GHR-KO, Exp.3, comparadas
com as fémeas N. Observou-se neste grupo também um efeito da dieta: a 20% CR promoveu uma
elevacgdo adicional na expressdo deste gene em ambos os fenotipos. Vale lembrar que os animais KO
deste grupo apresentaram performance inferior no teste de fertilidade comparados aos animais N.
Provavelmente, este aumento na expressdo ovariana de mRNA para FSHR nos animais KO esteja
refletindo uma compensacao aos reduzidos niveis plasmaticos FSH, reportados para estes mutantes
(Chandrashekar et al., 2004). E interessante notar que uma CR branda como 20% foi capaz de
influenciar a expressdo ovariana de FSHR, e, de novo, isto parece representar um mecanismo
compensatorio. A expressdo ovariana de mRNA para FSHR também apresentou-se aumentada pela
CR em ambos os fendtipos da linhagem PEPCK-bGH. A 20% CR também aumentou os niveis de
mRNA para IGF1 nesta mesma linhagem, em ambos os fendtipos, sugerindo um potencial beneficio
para a reprodugio dos animais submentidos & CR. E interessante como a expressdo génica de IGF1
nos ovarios dos camundongos desta linhagem foi tdo comparavel entre fendtipos, mesmo sendo os
niveis periféricos de GH e IGF-I tdo discrepantes entre Tg e N (Steger et al., 1993; Cecim et al.,
1994). Um achado inesperado foi a grande diferenca notada entre fendtipos quanto a expressao
ovariana de mRNA para IGFl na linhagem Ames: os ovarios das ands homozigotas Ames
apresentavam niveis muito mais altos de mRNA para IGF1, comparando-se a fémeas N. Talvez,
estes mutantes tentem compensar pela falta de IGF-I circulante com produgdo local de IGF-I em
outros tecidos que ndo o figado. Infelizmente, o aumento na expressdo génica de IGF1 nos ovarios

destes mutantes ndo foi suficiente para assegurar a fertilidade, pois as ands Ames ndo produzem



prolactina, hormdnio essencial para a manutengdo da prenhez em roedores (Bartke, 1965, 1973,

1999).

Também foi investigada a expressdo gé€nica de AR nas vesiculas seminais. Nenhuma
diferenca estatistica foi detectada apesar do efeito da dieta sobre o peso destas glandulas ter sido

observado em praticamente todos os grupos estudados.

Os niveis de mRNA para ESR1 no ttero se apresentaram basicamente sem alteragdes por
fenotipo ou dieta, com exce¢do da fémeas KO da linhagem GHR-KO, Exp. 3, as quais
demonstraram niveis mais altos deste gene comparadas com as fémeas N. Néo ficou claro se esta
diferenca poderia representar um mecanismo compensatorio ou poderia estar relacionada com a

baixa performance das fémeas KO no teste de fertilidade.



8- CONCLUSOES

Foi examinada a intera¢do entre a CR branda e diferentes alteragdes genéticas no eixo
somatotrofico de camundongos com maior ou menor longevidade, bem como camundongos
normais, ¢ o impacto destes fatores sobre a reprodugdo. Em suma, a CR de 20% e 10% aplicada no

presente estudo:

1) Nio teve efeito numa analise geral sobre a performance no teste de fertilidade.

2) Nao impactou o peso corporal final.

3) Causou uma redugdo modesta nos niimeros absolutos, mas nio relativos, para o peso dos 6rgios

reprodutivos.

4) De modo geral ndo afetou a glicemia, a sensibilidade a insulina ou os niveis periféricos de IGF-I.

5) Nio afetou os niveis plasmaticos de testosterona, progesterona e estradiol.

6) Nao afetou os niveis de testosterona em homogeneizado testicular.

7) Nio influenciou a expressao hepatica de genes relacionados com o efeito da CR sobre a satude e

longevidade.

8) Teve pequeno efeito sobre a expressdo génica nos 6rgio reprodutivos.



A atividade alterada do eixo somatotréfico nos animais examinados neste estudo teve muito
maior impacto sobre a maioria dos pardmetros analisados, o que ja era esperado devido relatos na

literatura de diferengas fenotipicas nestas linhagens.

Embora fosse esperado que a CR branda aplicada no presente estudo trouxesse beneficios
para a saude e quica para a longevidade, muitos dos parametros fisioldgicos responsivos ao jejum ou
a uma CR mais severa ndo se apresentaram alterados neste caso. Weindruch e Walford (1988)
afirmaram que mesmo uma CR branda ¢ benéfica para a saude e longevidade, embora tenham
chamado a atengdo para o fato de que o tamanho do efeito é menor. Cabe ressaltar que nas
condigdes do presente estudo, a CR teve um impacto pequeno sobre o sistema reprodutivo e nio
teve um efeito negativo sobre a fertilidade em todos os grupos examinados. Este estudo preliminar
encoraja a especulacdo de que regimes de restricdo caldrica branda possam trazer beneficios para a

saude e longevidade sem os “custos” para o potencial reprodutivo.



9- TABELAS

Tabela 1- Origem e principais caracteristicas dos camundongos pertencentes a linhagens

com alteragcdo no eixo somatotrofico

Linhagem Origem Efeito primaério Peso Longe;w_dade Literatura
corporal média
Andes Ames Mutacao Deficiéncia GH, - a normal Aumentada 40- Schaible ¢ Gowen,
espontanea PRL, TSH 65% 1961
~ Deficiéncia
GHR-KO | Delegdo gene GHR; ~Vonormal | Avmentadad0- | o etal, 1997
GHR oA 55%
resisténcia GH
Tg MT- Microinjegdo Produgdo . .
bGH gene bGH excessiva GH Aumentado Reduzida Palmiter et al., 1982
Tg PEPCK- | Microinjegdo Produgdo .
bGH gene bGH excessiva GH Aumentado Reduzida McGrane et al., 1988




Tabela 2- Iniciadores utilizados no RT-PCR

N© de acesso no

Para frente (5° - 3°)

Para tras (5° - 3°)

Gene GeneBank . N - A
Inicio Sequéncia Inicio Sequéncia
B2m NM 009735 137 aagtatactcacgccaccca 298 aagaccagtccttgctgaag
Igfl (IGF1) NM 010512 24 catcatgtcgtcttcacacc 152 ggtccacacacgaactgaag
Ppargclloatl)(PGC— NM_ 008904 498 cagaagagccgtctctactt 646 ctcggtcttaacaatggcag
Sirtl (SIRT1) NM 019812 508 gtgatgacgatgacagaacg 669 ccagctcaggtggaggaatt
mSTal (mSTal) MUSS)l\(/I STAI 155 ccaagtcaggaacgaactgg 308 cgtggtecttccttattgat
Igfl (IGF1) * NM 010512 ctgagctggtggatgctctt cactcatccacaatgcctgt
Cyp19al (AROM) NM 007810 181 ttcaataccaggtcctgget 330 agtgtctectetecactgat
Ar (AR) NM 013476 961 ccaaaggattggaaggtgag 1107 tgtagtagtcgcgattetgg
Lhr (LHR) MUSLHRAA 849 cactgctgtgctttcaggaa 1000 ccactgagttcattctecte
Fshr (FSHR) NM 013523 1329 ccatactaagagccagtacc 1501 ccttgcattccagttgecatg
Hsd3b1 (Hsd3) NM_008293 490 catcttctgcagctcagttg 630 agtactgccttctcagecat
Cypl7al (Cypl7) NM 007809 997 agcatatccttgtcacggtg 1110 tcttectettcacctcagga
Esrl (ESR) NM 007956 2004 ggttctgagaatccctgecaa 2168 cctgttcccaacagaagaca

* extraido de Masternak et al., 2005 - iniciador utilizado somente para as amostras de testiculo.



Tabela 3- Efeitos da CR de 10 e 20% sobre a fertilidade

Fémeas Fémeas

Linhagens / Sexo Fendtipo/Dieta Prenhes Nio prenhes Total N2 filhotes
E AL 4(2.65) 6 (7.35) 10 11,50% + 1,00 [4]
)P( Machos Normais  10% CR 3(3,71) 11(10,29) 14 5,67°+3,51 [3]
1 20% CR 2(2,65) 8(7.35) 10 11,0 + 1,41 [2]
Andes Ames VAL 4% (1,75) 2(4.25) 6 12,007 + 0,00 [4]
E Machos N CR 3%(1,75) 3 (4,25) 6 12,00% + 1,00 [3]
X o) Df AL 0° (1,75) 6 (4,25) 6 0° [0]
P DfCR 0° (1,75) 6 (4,25) 6 0° [0]
E Anis Ames / N AL 4%(1,75) 1(3,25) 5 6,00 £ 1,22 [4]
R Fameas N CR 3%(1,75) 2(3,25) 5 433 +0,33 [3]
I ) Df AL 0° (1,75) 5(3,25) 5 0[0]
M Df CR 0° (1,75) 5(3,25) 5 0[0]
E NAL 6% (3,50) 0(2,50) 6 10,60 £ 0,68 [3]
N GHR-KO/ N CR 3° (3,50 3(2,50) 6 10,67 + 1,45 [3]
T Machos KO AL 3(3,50) 3(2,50) 6 10,00 + 0,58 [3]
o KO CR 2(3,50) 4(2,50) 6 9,00 £ 3,00 [2]
N AL 2%(2,50) 3(2,50) 5 5,00 [1]
GHR-KO/ N CR 5° (2,50) 0(2,50) 5 7,20 £ 0,49 [5]
2 Fémeas KO AL 1(1,50) 2(1,50) 3 2,00 1]
KO CR 1(2,50) 4(2,50) 5 0[0]
GHR.KO / N AL 7 (4,25) 1(3,75) 8 11,43 £0,43 [7]
E Machos NCR 7°(4.25) 1(3,75) 8 12,00 + 0,62 [7]
X () KO AL 3: (4.25) 5(3,75) 8 10,33 + 0,88 [3]
P KO CR 0° (4,25) 8 (3,75) 8 0[0]
E GHR.KO / N AL 5%(4,33) 0 (0,67) 5 6,20 + 1,24 [5]
R Femeas N CR 5%(4,33) 0(0,67) 5 7,00 £0,71 [4]
I " KO AL 2°(2,60) 1 (0,40) 3 3,50 +0,50 [2]
M KO CR 1°(1,73) 1(0,27) 2 4,00 [1]
E oepckoeH; VAU 10% (7,78) 0(2.22) 10 10,78 + 1,14 [9]
N Machos N CR 9% (7,78) 1(2,22) 10 10,33 + 0,96 [9]
T ) Tg AL 3°(6,22) 5(1,78) 8 13,00 + 1,00 [3]
o Tg CR 6° (6,22) 2(1,78) 8 11,67 % 0,33 [6]
EPCK-BGH / N AL 4 (2,00)% 1 (3,00 5 3,50 + 0,96 [4]
Fomeas N CR 2 (1,60) 2(2,40) 4 7,50 + 0,50 [2]
3 " Tg AL 0 (1,20)° 3 (1,80) 3 0[0]
Tg CR 0 (1,20)° 3 (1,80) 3 0[0]

Nota: os niimeros em parénteses sdo as freqiiéncias esperadas de fémeas prenhes. Em colchetes esta representado o
nimero de fémeas que tiveram filhotes. Valores na mesma coluna com diferente sobrescrito sdo significativamente
diferentes a p<0,05 ou menos. Todas as compara¢des foram feitas dentro de cada grupo. Sobrescrito diferente somente
num fenoétipo significa efeito da dieta (p<<0,05) naquele fenotipo. Os simbolos (*) e (#) se referem ao teste do Qui-
quadrado e significam diferenga estatistica numa analise geral ou efeito de fendtipo, respectivamente.



Tabela 4- Efeitos da CR de 10 ¢ 20% sobre peso corporal final ¢ varios parametros plasmaticos em

machos normais

Machos Normais 10 e 20% CR

AL 10% CR 20% CR
Peso corporal 30,3+4,7 30,24+4,0 27,7426
9) (n=8) (n=8) (n=9) [NS]
. 89,0+10,8 92,1£16,5 84,9+16,2
Glicose (mg/dl)
(n=8) (n=3) (n=9) [NS]
] 1,25+1,97 0,72+0,50 1,25+1,17
Insulina (ng/ml)
(n=8) (n=3) (n=9) [NS]
397,4+56,7° 322,4+72,6™ 290,6+70,9°
IGF-1 (ng/ml)
(n=8) (n=8) (n=9) [#0,011]
Testosterona 170,0+441,8 33,2434,5 24,9421,5
(ng/ml) (n=8) (n=8) (n=9) [NS]

Nota: todos os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para dieta= [#]. [NS]= ndo significativo.



Tabela 5- Efeitos da CR de 20% sobre peso corporal final e varios pardmetros plasmaticos na

linhagem Ames

Linhagem Andes Ames

Machos Fémeas

Peso corporal 33,341,3° 32,0+0,9° 15,4%1,1° 13,620,2° 27,1£1,2 29,1+0,9° 12,440,4° 11,620,9°
@ (n=9) (n=12) (n=5) (n=5)[*0,001] (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,001]
Glicose 118,4+18,7% 161,4+18,3* 78,9+11,4° 69,0+18,1° 121,4+37,8% 167,6+27,9* 57,6+14,9° 88,5+19,24
(mg/dI) (n=5) (n=8) (n=4) (n=4)[*0,003] (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,012]
Insulina 0,940,3 2,0+0,4* 0,4+0,1° 0,5+0,0° 0,7+0,2 0,8+0,1 0,640,1 0,640,1
(ng/ml) (n=5) (n=8) (n=4) (n=4)[*0,009] (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)[NS]

280,9+19,8° 285,1434,1° 19,3+4,5" 36,4+4,3° 98,1420,3* 171,9438,3" 0,0+0,0° 10,1£6,3%
IGF-1 (ng/ml)

(n=5) (n=8) (n=4) (n=4)[*0,001] (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,001]

Testosterona 283,5+263,6 292,6+179,2 30,3+642 45,5424,5
(ng/ml) (n=9) (n=12) (n=5) (n=5)[NS]
Estradiol 6,6£0,7 8,140,8 5,4+1,1 5,0+1,1
(pg/ml) (n=4) (n=3) (n=5) (n=5)[*0,042]
Progesterona 6,8+1,9 9,443,6 43+1,1 2,0+0,7
(ng/ml) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,039]

Nota: todos os valores estdo expressos como média * erro padrio da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para: [*]= fenodtipo; [#]= dieta; e [&]= interagdo fenotipo vs. dieta; [NS]= ndo
significativo. Para estradiol e progesterona nas fémeas, embora o efeito de fenotipo seja significativo, ndo ha sobrescritos
na tabela. Isto se deve ao fato de que a significincia ndo foi atingida nos testes post hoc, quando as médias individuais
eram comparadas entre si.



Tabela 6- Efeitos da CR de 20% sobre peso corporal final e varios pardmetros plasmaticos na

linhagem GHR-KO, Experimento 2

Exp. 2 - Linhagem GHR-KO

Grupo 2- Machos Grupo 3- Fémeas

N AL N CR KOAL KOCR N AL N CR KOAL KOCR
Peso corporal 35,4+1,7 28,8+1,0 14,4+0,7 13,0£0,3 30,9+2,1* 274%1,5" 14,320,7° 13,440,7°
9) (n=8) (n=12) (n=10) (n=10)[&0,013] (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,001]
Glicose 189,0+27,1 99,4+9,0 69,0+10,1 64,6+7,8 116,3+7,8 115,4+4,2 92,2421,3 79,8463
(mg/dl) (n=6) (n=8) (n=8) (n=6)[&0,007] (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,020]
Insulina 3,7+1,7 1,0+0,4 0,620,1 0,3%0,1 2,620,9 0,420,1 0,340,1 0,340,1
(ng/ml) (n=6) (n=8) (n=8) (n=6)[*0,022] (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[&0,046]

317,6450,4 206,3+14,8 15,6+4,7 16,9424 242,1423,5° 191,6+21,5* 10,6+6,6° 4,614.6°
IGF-1 (ng/ml)

(n=6) (n=8) (n=8) (n=6)[&0,024] (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[*0,001]

Testosterona 30,8+4,9 432,7+226,6 151,2+126,4 111,6492,1
(ng/ml) (n=8) (n=12) (n=10) (n=10)[NS]
Estradiol 14,5+2,8 14,842,3 15,0+5,9 37,2£10,3
(pg/ml) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[NS]
Progesterona 7,143,2 5,0+0,4 3,9+1,2 2,640,5
(ng/ml) (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)[NS]

Nota: todos os valores estdo expressos como média * erro padrio da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para: [*]= fenodtipo; [#]= dieta; e [&]= interagdo fenotipo vs. dieta; [NS]= ndo
significativo. Para glicose nas fémeas e IGF-I nos machos, embora o efeito de fendtipo seja significativo, ndo ha
sobrescritos na tabela. Isto se deve ao fato de que a significancia ndo foi atingida nos testes post hoc, quando as médias
individuais eram comparadas entre si.



Tabela

7- Efeitos da CR de 20% sobre peso corporal final e varios pardmetros plasmaticos na

linhagem MT-bGH

Linhagem MT-bGH

Machos Fémeas
Peso corporal 34,5+0,6° 31,140,9° 49,5+1,5 48,9+1,1° 27,6£0,6" 24,6+0,5 41,1£1,6° 39,4+1,9¢
@ (n=6) (n=6) (n=12) (n=14)[*0,001] (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[*0,001]
Glicose 175,1£15,8 136,4+6,6 134,4+8,9 134,948,1 148,9+12,6™ 143,6£5,8 180,3+5,3" 155,547,5%
(mg/dI) (n=6) (n=6) (n=12) (n=14)[NS] (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[*0,018]
Insulina 0,6+0,1® 0,4+0,1* 1,9+0,6® 1,340,3° 0,7+0,3% 0,4+0,1° 1,240,2° 2,340,8°
(ng/ml) (n=6) (n=6) (n=12) (n=14)[*0,026] (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[*0,005]
G- (ng/ml) 514,7422,6" 449,4+18,0° 927,1498,0° 815,2479,9° 284,5+14,4* 258,5421,4* 410,4+34,1° 474,9+41,8°
-1 (ng/mi

¢ (n=6) (n=6) (n=12) (n=14)[*0,001] (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[*0,001]
Testosterona 173,1£153,3 564,0+£187,0 201,7+94,3 102,6+80,1
(ng/ml) (n=6) (n=6) (n=12) (n=14)[NS]
Estradiol 6,3+0,6° 8,6+1,4° 27,4+3,3° 33,145,6"
(pg/ml) (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[*0,001]
Progesterona 10,843,7 7,6£1,1 6,4+1,2 7,741,1
(ng/ml) (n=7) (n=8) (n=6) (n=6)[NS]

Nota: todos os valores estdo expressos como média * erro padrio da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para: [*]= fenodtipo; [#]= dieta; e [&]= interagdo fenotipo vs. dieta; [NS]= ndo
significativo.



Tabela 8- Efeitos da CR de 20% sobre peso corporal final e varios pardmetros plasmaticos na

linhagem GHR-KO, Experimento 3

Exp. 3 - Linhagem GHR-KO

Machos Fémeas

Peso corporal 38,9+1,7° 35,2+1,0° 15,540,8" 15,4+0,7° 26,040,9° 24,4+0,8° 13,940,6° 12,94,5°
@ (n=9) (n=10) (n=9) (n=8)[*0,001] (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[*0,001]
Glicose 164,5+8,9 149,7+7,0 105,8+12,5 142,9+12,4 137,849,2 130,8+4,2 111,048,9 123,347,2
(mg/dI) (n=9) (n=10) (n=9) (n=8)[&0,016] (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[*0,031]
Insulina 2,141,1 2,041,2 0,240,0 0,340,1 0,240,0 0,340,1 0,240,1 0,1+0,0
(ng/ml) (n=9) (n=10) (n=9) (n=8)[NS] (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[NS]

412,2422,3" 384,6+12,9* 40,0+11,8° 35,9+4,0° 216,5+16,2* 215,0+11,8* 44,7+7.4° 37,8+4,7°
IGF-1 (ng/ml)

(n=9) (n=10) (n=9) (n=8)[*0,001] (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[*0,001]

Testosterona 457,04262,5 40,3421,3 82,5+70,5 38,0421,3
(ng/ml) (n=9) (n=10) (n=9) (n=8)[NS]
Estradiol 8,1+1,3 5,5+0,6" 2,9+0,4° 2,5+0,5°
(pg/ml) (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[*0,001]
Progesterona 7,5+1,0° 3,3+0,4% 5,940,8" 2,440,4°
(ng/ml) (n=10) (n=10) (n=8) (n=8)[#0,001]

Nota: todos os valores estdo expressos como média * erro padrio da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para: [*]= fenodtipo; [#]= dieta; e [&]= interagdo fenotipo vs. dieta; [NS]= ndo
significativo. Para glicose nas fémeas, embora o efeito de fenotipo seja significativo, ndo hé sobrescritos na tabela. Isto se
deve ao fato de que a significancia ndo foi atingida nos testes post hoc, quando as médias individuais eram comparadas
entre si.



Tabela

O- Efeitos da CR de 20% sobre peso corporal final e varios pardmetros plasmaticos na

linhagem PEPCK-bGH

Linhagem PEPCK-bGH

Machos Fémeas
Peso corporal 39,7+1,7* 36,1+1,3* 57,4452,9b 49,613,3" 30,6+1,4 25,5+0,7 49,4+0,3 51,4+1,9
9) (n=13) (n=14) (n=4)[*0,001] (n=5)[#0,014] (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[&0,037]
Glicose 176,7+7,5* 172,649,6* 102,745,5° 116,5+3,7° 130,349,5 147,7+6,8 104,5+4,0 110,6+2,7
(mg/dl) (n=13) (n=14) (n=4) (n=5)[*0,001] (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[*0,016]
Insulina 0,8+0,3 0,610,1 0,5+0,2 2,0£1,0 0,7+0,2 0,8+0,4 0,5+0,1 0,6+0,2
(ng/ml) (n=13) (n=14) (n=4) (n=5)[&0,029] (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[NS]
IGF-1 (ng/ml) 426,1+16" 434,3+18,6" 998,9i47,8b 889,9i65,1b 370,3+21,1 345,1+£16,2 1043,0+136.,8 1268,8+130,9
-1 (ng/m

9 (n=13) (n=14) (n=4) (n=5)[*0,001] (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[&0,031]
Testosterona 91,8+70,9 423,8+169,2 72,7+58,3 13,8+1,4
(ng/ml) (n=13) (n=14) (n=4) (n=5)[NS]
Estradiol 8,0£0,6 10,2+1,0 24,7+4.4 44,14£3,6
(pg/ml) (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[&0,001]
Progesterona 9,344,2 6,0£2.8 11,1+£2,0 7,7+1,3
(ng/ml) (n=9) (n=8) (n=3) (n=2)[NS]

Nota: todos os valores estdo expressos como média * erro padrio da média. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de
cada grupo. Valores com diferente sobrescrito sdo significativamente diferentes a p<0,05 ou menos. Em colchetes estio os
valores do nivel de significancia (valor de p) para: [*]= fenodtipo; [#]= dieta; e [&]= interagdo fenotipo vs. dieta; [NS]= ndo
significativo. Para glicose nas fémeas, embora o efeito de fenotipo seja significativo, ndo hé sobrescritos na tabela. Isto se
deve ao fato de que a significancia ndo foi atingida nos testes post hoc, quando as médias individuais eram comparadas

entre Si.



10- FIGURAS

Figura 1- Curvas de crescimento dos camundongos: (A) machos normais submetidos a 10 ¢ 20%
CR; (B) Ames machos; (C) Ames fémeas; (D) GHR-KO Exp.2, machos; (E) GHR-KO Exp.2,
fémeas; (F) MT-bGH machos; (G) MT-bGH fémeas; (H) GHR-KO Exp.3, machos; (I) GHR-KO
Exp.3, fémeas; (J) PEPCK-bGH machos; ¢ (L) PEPCK-bGH fémeas. Animais eram alimentados ad
libitum (AL) ou submetidos a restri¢do calorica (CR). Cada ponto plotado representa uma média dos
pesos corporais dos animais naquele subgrupo em um determinado dia. Todas as comparagdes sdo
feitas dentro de cada grupo. N: camundongo normal; KO: knockout para receptor de GH; Df: ando

Amess; Tg: transgénico que superexpressa bGH.
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Figura 2- Efeito da CR branda sobre os niveis plasmaticos de glicose nos machos normais
submetidos a 10 e 20% CR. Quando os animais tinham 12 meses (4 meses de tratamento), os niveis
de glicose foram medidos com o auxilio de um glucémetro, sem jejum e com jejum de 12 horas. As
barras correspondem a média * erro padrdo da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo
estatisticamente diferentes a p<(0.05 ou menos. O niimero de animais por subgrupo estd indicado em
parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o

valor de p para dieta. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de cada grupo.



Figura 2- Efeitos da CR de 10 e 20% sobre os niveis plasmaticos de glicose com e sem jejum em

camundongos normais
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Figura 3- Efeito da CR branda sobre o peso de gonadas (eixo y a esquerda) e sobre o IGS (indice
gonadossomatico) (eixo y a direita) nos camundongos: (A) machos normais submetidos a 10 ¢ 20%
CR; (B) Ames machos; (C) Ames fémeas; (D) GHR-KO Exp.2, machos; (E) GHR-KO Exp.2,
fémeas; (F) MT-bGH machos; (G) MT-bGH fémeas; (H) GHR-KO Exp.3, machos; (I) GHR-KO
Exp.3, fémeas; (J) PEPCK-bGH machos; e (L) PEPCK-bGH fémeas. Animais eram alimentados ad
libitum (AL) ou submetidos a restrigdo caldrica (CR). As barras correspondem a média + erro
padrdo da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou
menos. O numero de animais por subgrupo estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do
grafico mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo):
fenotipo, dieta, e a interagdo fendtipo vs. dieta; ou s6 para dieta no caso dos animais normais

submetidos a 10 e 20% CR. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de cada grupo.
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(continuacdo) Figura 3- Efeitos da CR sobre o peso das gonadas ¢ o IGS
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Figura 4- Efeito da CR branda sobre o peso das glandulas sexuais acessorias — GSA (vesiculas
seminais + glandulas de coagulagdo) bem como sobre a relagdo, expressa em porcentagem (%), do
peso das mesmas e do peso corporal (PC) — GSA / PC (peso GSA / PC x 100) nos machos: (A)
normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) Ames; (C) GHR -KO Exp.2; (D) MT-bGH; (E) GHR-KO
Exp.3; e (F) PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
caldrica (CR). As barras correspondem a média £ erro padrdo da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O niimero de animais por subgrupo
estd indicado nas barras. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fendtipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 ¢ 20% CR. Todas as comparagdes sao

feitas dentro de cada grupo.



Figura 4- Efeitos da CR sobre o peso das glandulas sexuais acessorias
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Figura 5- Efeito da CR branda sobre o peso do ttero, bem como sobre a relagdo, expressa em
porcentagem (%), do peso uterino e do peso corporal (PC) — Utero / PC (peso titero / PC x 100) nas
fémeas: (A) GHR -KO Exp.2; (B) MT-bGH; (C) GHR-KO Exp.3; ¢ (D) PEPCK-bGH. Animais
eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do caldrica (CR). As barras correspondem
a média * erro padrdo da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo estatisticamente diferentes
a p<0.05 ou menos. O numero de animais por subgrupo esta indicado nas barras. Os baldes no topo
do grafico mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o valor de p para (de cima para
baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fendtipo vs. dieta. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de

cada grupo.



Figura 5- Efeitos da CR de 20% sobre o peso do utero
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Figura 6- Efeito da CR branda sobre os niveis de testosterona em homogeneizado testicular nos
machos: (A) normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) Ames; (C) GHR -KO Exp.2; (D) MT-bGH;
(E) GHR-KO Exp.3; e (F) PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos
a restricao calorica (CR). As médias por subgrupo estdo representadas por barras horizontais. O
numero de animais por subgrupo estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram
os valores obtidos a partir da ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e
a interagdo fenotipo vs. dieta; ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 e 20%

CR. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de cada grupo.
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Figura 7- Efeito da CR branda sobre a expressdo hepatica dos genes IGF1, PGC-1a, e SIRT1 nos
camundongos: (A) machos normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) Ames machos; (C) Ames
fémeas; (D) GHR-KO Exp.2, machos; (E) GHR-KO Exp.2, fémeas; (F) MT-bGH machos; (G) MT-
bGH fémeas; (H) GHR-KO Exp.3, machos; (I) GHR-KO Exp.3, fémeas; (J) PEPCK-bGH machos; ¢
(L) PEPCK-bGH fémeas. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
calorica (CR). As barras correspondem a média + erro padrdo da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O numero de animais por subgrupo
estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fendtipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 ¢ 20% CR. Todas as comparagoes sdo

feitas dentro de cada grupo.
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Figura 8- Efeito da CR branda sobre a expressio de mRNA para mSTal no figado dos
camundongos: (A) machos normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) Ames machos; (C) Ames
fémeas; (D) GHR-KO Exp.2, machos; (E) GHR-KO Exp.2, fémeas; (F) MT-bGH machos; (G) MT-
bGH fémeas; (H) GHR-KO Exp.3, machos; (I) GHR-KO Exp.3, fémeas; (J) PEPCK-bGH machos; ¢
(L) PEPCK-bGH fémeas. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
caldrica (CR). As barras correspondem a média * erro padrdo da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O numero de animais por subgrupo
estd indicado nas barras. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagao fenotipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 ¢ 20% CR. Todas as comparagoes sdo
feitas dentro de cada grupo. Ocasionalmente, embora o efeito de fenotipos seja significativo, ndo ha
sobrescritos no grafico. Isto ocorre quando a significancia estatistica ndo ¢ alcancada nos testes post

hoc, onde médias sdo comparadas umas as outras aos pares.
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Figura 9- Efeito da CR branda sobre a expressdo dos genes IGF1 e AROM nos testiculos dos
machos: (A) normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) GHR -KO Exp.2; (C) MT-bGH; (D) GHR-KO
Exp.3; e (E) PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
calorica (CR). As barras correspondem a média + erro padrao da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O numero de animais por subgrupo
estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagao fenotipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 ¢ 20% CR. Todas as comparagoes sdo

feitas dentro de cada grupo.
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Figura 10- Efeito da CR branda sobre a expressdo dos genes HSD3 e CYP17 nos testiculos dos
machos: (A) normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) GHR -KO Exp.2; (C) MT-bGH; (D) GHR-KO
Exp.3; e (E) PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
calérica (CR). As barras correspondem a média * erro padrio da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O niimero de animais por subgrupo
estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagao fenotipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 e 20% CR. Todas as comparagdes sao

feitas dentro de cada grupo.
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Figura 11- Efeito da CR branda sobre a expressdo dos genes AR, LHR ¢ FSHR nos testiculos dos
machos: (A) normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) GHR -KO Exp.2; (C) MT-bGH; (D) GHR-KO
Exp.3; e (E) PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restri¢do
calérica (CR). As barras correspondem a média * erro padrio da média. Barras que ndo possuem
letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O niimero de animais por subgrupo
estd indicado em parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da
ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fendtipo vs. dieta;
ou so para dieta no caso dos animais normais submetidos a 10 ¢ 20% CR. Todas as comparagdes sao

feitas dentro de cada grupo.
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Figura 12- Efeito da CR branda sobre a expressdo dos genes LHR, FSHR e IGF1 nos ovarios das
fémeas: (A) Ames; (B) GHR-KO Exp.2; (C) MT-bGH; (D) GHR-KO Exp.3; e (E) PEPCK-bGH.
Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restrigdo calorica (CR). As barras
correspondem a média = erro padrdo da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo
estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O niimero de animais por subgrupo estd indicado em
parénteses. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o
valor de p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fenotipo vs. dieta. Todas as
comparagdes sdo feitas dentro de cada grupo. Nas fémeas PEPCK-bGH, embora o efeito de dieta
tenha sido significativo, ndo ha sobrescritos no grafico. Isto ocorre quando a significancia estatistica

ndo ¢é alcangada nos testes post hoc, onde médias sdo comparadas umas as outras aos pares.



Figura 12- Efeitos da CR e 20% sobre a expressdo dos genes LHR, FSHR ¢ IGF1 nos ovarios
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Figura 13- Efeito da CR branda sobre a expressdo do gene AR nas vesiculas seminais dos machos:
(A) normais submetidos a 10 e 20% CR; (B) MT-bGH; (C) GHR-KO Exp.3; e (D) PEPCK-bGH.
Animais eram alimentados ad libitum (AL) ou submetidos a restrigdo calorica (CR). As barras
correspondem a média = erro padrio da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo
estatisticamente diferentes a p<0.05 ou menos. O nimero de animais por subgrupo estd indicado nas
barras. Os baldes no topo do grafico mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o valor de
p para (de cima para baixo): fenotipo, dieta, e a interagdo fenodtipo vs. dieta; ou s6 para dieta no caso

dos animais normais submetidos a 10 e 20% CR. Todas as comparagdes sdo feitas dentro de cada

grupo.
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Figura 14- Efeito da CR branda sobre a expressdo do gene ESR no ttero das fémeas: (A) GHR -KO
Exp.2; (B) MT-bGH; (C) GHR-KO Exp.3; e (D). PEPCK-bGH. Animais eram alimentados ad
libitum (AL) ou submetidos a restrigdo caldrica (CR). As barras correspondem a média + erro
padrdo da média. Barras que ndo possuem letras iguais sdo estatisticamente diferentes a p<0.05 ou
menos. O numero de animais por subgrupo esta indicado nas barras. Os baldes no topo do grafico
mostram os valores obtidos a partir da ANOVA para o valor de p para (de cima para baixo):

fenotipo, dieta, e a interagdo fenotipo vs. dieta. Todas as comparagdes sao feitas dentro de cada

grupo.



Figura 14- Efeitos da CR de 20% sobre a expressdo de ESR no ttero
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Figura 15- Desenho esquematico representando o processo de esteroidogénese nas células de
Leydig. O estimulo a célula de Leydig pelo LH ou cAMP é necessario para uma expressdo ideal das
enzimas necessarias a sintese de testosterona a partir do colesterol. O primeiro passo da cascata de
reacoes envolvidas neste processo ocorre na mitocondria: a conversdo do colesterol em
pregnenolona catalizada pelo citocromo P450scc (““cholesterol side chain cleavage™). A
pregnenolona entdo se difunde através das membranas mitocondriais para ser entdo metabolizada
por enzimas associadas ao reticulo endoplasmatico liso. Nas células de Leydig de camundongos, a
pregnenolona  é  convertida em  progesterona  pelo  HSD3  (“3-hydroxysteroid
dehydrogenase/isomerase’). A progesterona entdo sofre atuagao do citocromo P450c17, ou Cypl7,
enzima que tem duas agdes distintas: atua como 17a-hidroxilase, hidroxilando a progesterona em
17a-hidroxiprogesterona; e como C,7liase, convertendo a ultima em androstenediona, o precursor
imediato da testosterona. A reagdo final se da pela 17-cetoesterdide redutase, que transforma a
androstenediona em testosterona. As células de Leydig também expressam o citocromo P450arom,

ou aromatase, a qual cataliza a aromatizagdo da testosterona em estradiol.
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