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RESUMO

O Brasil caminha para um perfil demografico cada mais envelhecido. O declinio no nivel de
atividade fisica que acompanha o processo de esvigibnto pode contribuir tanto para a alteracéo
da composicéo corporal (reducdo da massa livreoiiga e aumento da massa de tecido adiposo)
guanto para as doencas metabdlicas, como o diahetksistipo 2, cuja prevaléncia aumenta com
a idade. A atividade fisica espontanea (SPA), dkficomo movimentos corporais para a
realizacdo de atividades rotineiras (excetuandesgortes e atividades de academia), € um
importante componente do gasto energético, podegpi@sentar mais de 50% da energia total
diaria gasta. Um dos sinalizadores mais importadtestatus energético do corpo é o horménio
insulina, que ao agir no hipotalamo, tem como efedtiuzir a ingestéo alimentar e parece aumentar
a SPA. Dessa maneira, em funcdo do potencial déinasa regulacéo da atividade locomotora, o
objetivo desse trabalho foi verificar se existeagéb temporal entre alteracdo da sensibilidade a
insulina (determinada través do teste de toler&adresulina e da flexibilidade metabdlica) e SPA
em camundongos durante o processo de envelhecim@atoundongos machos C57bl/6 (n=10)
com 21 dias de idade foram alimentados com diedadpa(AING-93G) por 10 meses. A SPA, o
gasto energético e a flexibilidade metabdlica foeaaliados no 1°, 4°, 8° e 10° més. Utilizou-se um
sistema a base de sensores infravermelhos (HaA@pdratus) para analisar a SPA e, para o
registro do gasto energético e da flexibilidadeaiélica, foi utilizado um sistema de calorimetria
indireta (Oxylet, Harvard Apparatus). Testes derfoicia a glicose (GTT -2 g de glicose/Kg) e a
insulina (ITT —0.5 Ul de insulina regular humana)yKigtraperitoneal foram realizados no 4° e 8°
més. Para a andlise estatistica foram utilizadestet-studente ANOVA para medidas repetidas,
com nivel de significancia pré-estabelecido de $%0{05). Houve um declinio significativo da
SPA e do gasto energético a partir do 8° més, iclilo com a queda da sensibilidade a insulina
avaliada pelo ITT. A flexibilidade metabdlica, aontrario do esperado, foi significativamente
maior no 8° més. O envelhecimento aumentou sigiifi@mente a area abaixo da curva (AUC)
glicémica durante o GTT, mostrando que os camurmodgsenvolveram intolerancia a glicose.
Os resultados indicam que a sensibilidade a imsutleterminada pelo ITT, mas nao pela
flexibilidade metabdlica, € sensivel ao processerdelhecimento, e que a queda da sensibilidade a
insulina parece estar envolvida na reducdo da SPBA camundongos em processo de
envelhecimento.

Palavras-chave: envelhecimento, atividade fisica espontanea, gastergético, flexibilidade
metabolica, sensibilidade a insulina, obesidade.



ABSTRACT

Brazil moves towards a demographic profile incneglsi aged. The decline in physical activity that
accompanies aging can contribute to both a chamdpdy composition (decreased fat-free mass
and increased adipose tissue mass) and metabsdias#is such as type 2 diabetes mellitus, whose
prevalence increases with age. Spontaneous physitaity (SPA), defined as body movements to
perform daily activities (except for sports and gwetivities), is an important component of the
energy expenditure and may represent more thandQ@étal daily energy expenditure. One of the
most important signals of the energy status oflibey is the hormone insulin, which act on the
hypothalamus reducing food intake and it seemadrease SPA. Thus, due the potential of insulin
to regulate locomotor activity, the aim of this dgfuwas to establish the temporal relationship
between changes in insulin sensitivity (determitgdthe insulin tolerance test and metabolic
flexibility) and SPA in mice during the aging praese Male mice C57BI/6 (n = 10) 21 days-old
were fed a standard diet (Aing-93G) for 10 monifise SPA, energy expenditure and metabolic
flexibility were assessed at 1, 4, 8 and 10 monis. used a system based on infrared sensors
(Harvard Apparatus) to analyze SPA and an indiresiorimetry system (Oxylet, Harvard
Apparatus) to record energy expenditure and metabekibility. Intraperitoneal glucose (GTT -2

g glucose / kg) and insulin (ITT -0.5 IU human riegunsulin/kg) tolerance tests were performed at
4 and 8 months. For statistical analysis, the Stutleest and ANOVA for repeated measures, with
pre-established level of significance of 5% (p &).@ere used. There was a significant decline in
SPA and energy expenditure from the 8th month amncading with the decline in insulin
sensitivity assessed by ITT. The metabolic flexfpilcontrary to expectations, was significantly
higher in the 8th month. Aging significantly inceeal the area under the curve (AUC) for glucose
during GTT, showing that mice developed glucosel@mtnce. The results indicate that insulin
sensitivity determined by ITT, but not by metabdlexibility, is sensitive to the aging processdan
that the decrease in insulin sensitivity appeatsetovolved in the reduction of SPA in aging mice.

Keywords: aging, spontaneous physical activity, energy exipered metabolic flexibility,
sensitivity to insulin, obesity.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho tem como temBducacdo Fisica e o envelhecimento. Nosso
problema de pesquisa € entender de que forma dhenireento influencia na atividade fisica
espontanea, flexibilidade metabdlica e homeostasEngca em camundongos.

Por tratar-se de uma pesquisa experimental, o meresse nesse tipo de pesquisa foi
despertado durante matérias que abordavam conh®osndiologicos na graduacdo, como
fisiologia, anatomia e patologia.

No mundo, a porcentagem da populagdo com 60 anasa@iaumentou rapidamente.
O Brasil caminha na mesma direcao, para um pegfitaprafico cada vez mais envelhecido. De
acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro dm@rafia e Estatistica) (2008), para cada grupo
de 100 criancas de 0 a 14 anos em 2008 existiami@dsos de 65 anos ou mais. Em 2050, para
cada 100 criangas de 0 a 14 anos existirdo cert@@lelosos.

Com o aumento da idade ocorre omadanca da composicao corporal, com reducao da
massa magra e aumento do tecido adiposo (HUGMES 2002). Esse aumento da adiposidade,
em especial na regido intra-abdominal, € um fabmortante para a queda da tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina que acompanha o envellgdtonCompondo o conjunto das alteracdes que
se manifestam com a idade, ocorre também um declhd nivel de atividade fisica
(WESTERTERP, 2000; WESTERTERP, 2001; HUGH&Sal, 2002), o que pode favorecer as
alteragbes da composicdo corporal mencionadas.eNmsgexto, estudos que possam contribuir
para um melhor entendimento dos determinantes @dagatividade fisica que ocorre com o
envelhecimento sdo de grande importancia, e po@eelar novas estratégias para reduzir esse
comportamento. Conhecer essas alteracdes é deisymdancia para o profissional de Educacao
Fisica, pois, a prescricdo de exercicios fisicoa paa pessoa jovem e para uma pessoa idosa é
diferente em diversos aspectos. Ao compreenderuasmgas comportamentais e metabdlicas que
ocorrem durante o processo de envelhecimento, fegonal de Educacao Fisica pode prescrever
um plano de exercicios 0 mais individualizando petsque contemple todas as necessidades
metabdlicas e fisioldgicas da pessoa idosa.

A insulina tem um papel muito ionfante na regulagdo da homeostase energética. Esse
horménio reduz a ingestao alimentar ao agir emaméos hipotalamicos especificos, como os que
produzem os neurotransmissores NPY e AgRP (oreafjem POMC e CART (anorexigenos)
(BOWE et al., 2014). Entretanto, além de reduzir a ingestéoeatar, ela parece ser capaz de
também afetar o balanco energético ao aumentaridaale locomotora e, consequentemente, 0

gasto de energia (HENNIGE&t al, 2009). Dessa forma, acreditamos que a reducétividade
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fisica que ocorre com o envelhecimento possa ter iglacdo com a reducdo da sensibilidade a

esse hormonio.

1.1 Envelhecimento

Podemos dividir o idoso em: jovéde 65 a 75 anos), médio (de 75 a 85 anos) e muito
velho (mais de 85 anos) (VAISBERG, 2008). Porélguress autores consideram idosos pessoas
com 60 anos ou mais (CAVALCANTEt al, 2010) Mundialmente, a porcentagem da populacéo
com idade igual ou acima de 60 anos aumentou deaB&210% na segunda metade do século 20, e
de 10 para 21% na primeira metade desse século QESQINIDAS, 2001).

O envelhecimento da populacéo a@labum resultado da queda tanto dos valores de
mortalidade quanto de fertilidade. Atualmente, xattotal de fertilidade esta abaixo do nivel de
reposicdo em praticamente todos os paises indirstdas. Nas regibes menos desenvolvidas,
embora o declinio da fertilidade tenha se iniciadis tardiamente, ele tem avancado mais rapido
que em regides mais desenvolvidas (NACOES UNIDAB1Y

No Brasil, o quadro ndo € diferente. A poputa¢fiasileira envelhece em ritmo
acelerado. A taxa de crescimento populacional tealirchdo desde 1960, juntamente com quedas
pronunciadas da fecundidade. Segundo as projegdepais apresentara um potencial de
crescimento populacional até 2039, quando se espeea a populacdo atinja o chamado
“crescimento zero”. A partir desse ano serdo regglss taxas de crescimento negativas, que
correspondem a queda no numero da populacéo (IB@EB,).

Com o avanco da medicina e as melhorias nas caxlg® vida da populacdo, a média
de vida do brasileiro também tem aumentado, emor@meia com 0 que acontece em nivel
mundial. A expectativa de vida ao nascer, que e# E9a de 45,5 anos, saltou para 72,7 anos em
2008 e devera chegar a 81,3 anos no Brasil em @B&E, 2008). O envelhecimento populacional
traz implicacdes econdémicas importantes. O numerpesdsoas que ingressam (e permanecem) nas
idades ativas (15 a 64 anos), e aquelas que atinganamadas idades potencialmente inativas (65
anos ou mais de idade), que era de 12/1 em 2000 cthegar a 3/1 em 2050 (IBGE, 2008).

Outra questdo, com repercussdo além da ecombéno fato de o envelhecimento ser
um importante fator de risco para varias doencashdfa cada individuo reaja de forma Unica ao
avanco da idade (FARINATTI, 2002), esta fase davido é alcancada de uma forma satisfatéria
sem que se facam presentes os surgimentos de mpeshl@uer sejam de ordem organica ou
psicolégica (NETTO, 2004). Doencas cuja prevalémecimentam com a idade incluem, além do
diabetes mellitus tipo 2, as doencas cardiovasesil@@ncer, doencas neurodegenerativas e também
0 surgimento de sintomas depressivos (RAMOS, 2008.D et al., 2004; NICOLLI e
PARTRIDGE, 2012). Dessa forma, a medida que o nander idosos aumenta e a populacao
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envelhece, ocorre paralelamente o aumento da prexraldessas doengas. Ja € conhecido de longa
data que a tolerdncia a glicose deteriora-se comeneelhecimento (DAVIDSON, 1979),
principalmente como consequéncia de uma menorlskaasile a insulina (DEFRONZO, 1979 ;
FINK et al., 1983). Com o avanco da idade, ocorre também wmeato da massa de tecido
adiposo (HUGHESet al., 2002). O depésito de tecido adiposo intra-abdolmioarelaciona-se
positivamente com idade e resisténcia a insulinaneimiduos saudaveis ndo diabéticos (CEFALU
et al.,1995).

A diminuicédo do nivel de atividade fisica, cdeaistica do envelhecimento, pode levar o
idoso a um estado de dependéncia e fragilidadaltAsacdes no aparelho locomotor que ocorrem
nesse estagio da vida (perda no equilibrio, fidaile 6ssea, dores articulares, etc) podem ter seu
efeito minimizado por meio da pratica regular dereicios fisicos (PEDRINELLI, 2009, p.100),
contribuindo para o que se chama envelhecimento sfasdido, no qual o individuo preserva a
capacidade de realizar suas funcdes, como sudastate vida diaria (exemplo: cozinhar, lavar a
roupa e cuidados com a higiene pessoal) (VAISBERGS).

Estima-se que a inatividade fisica cause 6%cdsss de doenca arterial coronariana,
7% dos casos de diabetellitustipo 2, e 10% dos canceres de mama e de colongdseuja
prevaléncia também aumenta com o envelhecimentm @tacdo a mortalidade prematura, 9%
seria causada pela falta de exercicio. A reducasedentarismo em 10% a 25% poderia evitar
533.000 a 1.3 milhdes de morte por ano, respecensan(LEEet al.,2012). Dessa maneira, fica
claro o papel da atividade fisica, tanto no sentidaliminuir os problemas locomotores causados

pelo envelhecimento quanto as doencas associase Processo.

1.2 Atividade fisica

A atividade fisichesta intrinsecamente relacionada & existénciaodsanespécie, uma
vez que era necessaria e obrigatoria para a oloiglecalimento e agua, para conseguir abrigo, para
confeccdo de materiais para a guerra, entre ouRasoutro lado, a falta de atividade fisica na
sociedade moderna encontra-se relacionada ao aurdengrande numero de doencas cronico-
degenerativas (BOOTIdt al, 2000; BOOTHet al, 2002; CHAKRAVARTHY e BOOTH, 2004;

LEE et al.,2012). Estima-se que a inatividade fisica sejpamsavel por 6% dos casos de doenca

! para fins deste estudo, a atividade fisica seréeitmada como: qualquer movimento corporal, prictiugelo
musculo esquelético, que resulte em gasto eneogéGASPERSEN, 1985).
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arterial coronariana, 7% dos casos de diabetestusdlipo 2, e 10% dos canceres de mama e de
colon (LEEet al, 2012).

No mundo, cerca de 30% dos adultos séo fisinaripativos, e esse valor chega a 43%
nas Américas (HALLALet al, 2012). Com relacdo a mortalidade prematura, Q9arsecausadas
pela falta de exercicio. A reducdo do sedentarisemol0% a 25% poderia evitar 533.000 a 1.3
milh6es de morte por ano, respectivamente (EEBI.,2012). Em trabalho recente, Moatal..
(2012) quantificaram o aumento da expectativa da em funcdo do exercicio, e observaram que
um nivel de atividade fisica de intensidade eqaiv& a uma caminhada rapida 75 min/semana foi
associada a um ganho de 1.8 anos. Niveis maisdelevlaram associados a maiores ganhos,
chegando a 4.5 anos. Quando comparados a indivédaesntarios e obesos (IMC 35.0ser ativo
(>7.5 equivalentes metabdlicos-h/semana) e eutrdielC 18.5-24.9) estava associado a um
ganho de 7.2 anos de vida. Em conjunto, essesllicsbavidenciam a grande importancia da
realizacdo da atividade fisica de forma regular.

A atividade fisica pode ser classificada em atd@disica espontaneapontaneous
physical activity SPA) e exercicio voluntario (esportes, academiaex.). Em roedores, a SPA
equivale a movimentacdo do animal na gaiola aoopgse considera-se a natacao, esteira, escada
para forca ou o livre acesso a roda de atividadesoco equivalente do exercicio voluntario em
humanos (KOTZ, 2006a; NOVAK e LEVINE, 2007). Tast&PA como o exercicio voluntario sao
responsaveis pela termogénese de atividadeomexercise activity thermogenegEAT) é a
termogénese provocada apenas pela SPA. Mesmo esnapegue se exercitam regularmente, a
NEAT é o componente predominante da termogénesgivddade. Ela é a energia gasta para tudo
gue nao seja dormir, comer ou atividades esportwasompreende a energia gasta no trabalho,
lazer, andar, etc. A NEAT varia entre 15% da emergtal diaria gasta em pessoas muito
sedentéarias até 50% ou mais em individuos muit@atiEm camundongos abrigados em gaiolas
convencionais, sem acesso a roda de atividade, Al NBrresponde a aproximadamente 40% da
energia total diaria gasta (LEVINE, 2004; NOVAK EVINE, 2007).

Estudos realizados em humanos mostram que empa@sos grande variacao
interindividual na suscetibilidade ao ganho de pesoresposta ao excesso de alimentagdo. A
adicao de 1000 kcal/dia na dieta de 16 voluntapos,8 semanas, resultou numa variacédo de 10
vezes no acumulo de gordura (ganho de peso varianmde 0,36 a 4,23 Kg). Os pesquisadores
responsabilizaram as alteracdes na NEAT por essaciia ao analisar os componentes do gasto
energeético diario total (taxa metabdlica basamtgénese pos-prandial e termogénese da atividade
fisica), e sugeriram que a falha em ativar a NEAdepresultar em rapido ganho de peso (LEVINE
et al, 1999).



13

Outro dado importante ao pensar em homeostagegética e atividade fisica
espontanea diz respeito a mudancas compensatarfdEAT em resposta ao exercicio voluntario,
e os idosos parecem ser especialmente suscetiesisaacompensacao. Poehim (1992) observou
uma reducéo de 62% na NEAT ap0s a introducao dpratacolo de exercicio voluntario na rotina
de idosos (trés vezes por semana com intensidaderaua, durante 8 semanas, com um custo de
energia de 300 kcal/secdo), de modo que ndo hditemgio no gasto energético diério total.
Meijner et al. (1999) observaram que mesmo com um programa otharmento moderado, duas
vezes por semana, a atividade fisica diaria totaidmsos ndo mudou devido a uma diminuicédo
compensatéria ha SPA. Em outro estudo, apesar di ale energia adicional do exercicio
voluntario, o gasto energético diario total tambdo foi alterado em individuos idosos apés 14
semanas de treinamento aerobico trés vezes porngenso foi causado por uma reducéo
compensatoria na SPA (MORI@ al, 1998). Ao analisar o tempo gasto pelos sujeitosvérias
categorias de atividades fisicas, os autores emrant uma reducdo significativa no tempo gasto
andando (MORICet al, 1998).

Embora a NEAT seja uma variavel critica ao mmrar o balanco energético, e a
atividade fisica tenha um potencial equivalentegestdo alimentar para provocar mudancas na
massa corporal, pouco se sabe a cerca dos mecani@umis, endbcrinos e moleculares que a
influenciam. Levando-se em consideragcdo o impactessetentarismo na morbi-mortalidade, o
envelhecimento da populacdo e o declinio no nieehtd/idade fisica que ocorre nessa fase e as
alteracOes funcionais que acompanham esse proessespecial as doencas metabdlicas, estudos
no sentido de esclarecer os mecanismos que cantral&PA poderiam oferecer novos alvos
terapéuticos com o intuito de prevenir, retardau ¢/atar algumas das patologias relacionadas com

0 aumento da idade.

1.3 Controle do balanco energético

A massa corporal permanece estquahdo a ingestdo e o gasto energético estdo em
equilibrio. O gasto energético pode ser divididotegga categorias principais: funcdes fisioldgicas e
celulares basicas que requerem ATP (termogénesepdeso), o efeito térmico do alimento e a
termogénese induzida pela atividade fisica (LEVIRE)4).

O hipotadlamo, mais especificamente o nucleoeada (ARC), desempenha um papel
fundamental no balangco energético, conectandossafarentes com circuitos centrais e enviando
comandos eferentes para controlar a ingestdo almemtividade motora e metabolismo celular
periférico (WYNNEet al, 2005; NOVAK e LEVINE, 2007). Embora a atividadsi¢da consuma

calorias, ela é essencial para a obtencdo de dbsmeDessa forma, devem existir mecanismos
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moleculares que integrem esses comportamentos erpasp! ingestao alimentar e atividade fisica -
na busca pela homeostase energética (NOVAK e LEYEOB7).

Conforme apresentado na Figura 1, neurdniosAR€ expressam neuropeptideos
especificos com efeitos orexigénicos e anorexig8n{®YNNE et al, 2005). Uma populagéo
neuronal importante contém neurbnios coexpressamelaropeptideo Y (NPY) e proteina
relacionada ao gene agouti (AgRP), potentes estthouks da ingestdo alimentar, que promovem
ganho de peso e aumentam a secrecao de outropegtideos orexigénicos incluinawelanin-
concentranting hormonéVICH) e hipocretina/orexina a partir do hipotalatateral (LENARD e
BERTHOUD, 2008).

Outra populacdo de neurbnios MCAcoexpressa proopiomelanocortina (POMC) e
transcritos regulados por cocaina e anfetamina ([QARBue inibem a ingestdo de alimentos e
causam reducdo da massa corporal. Ambas as poesilagdronais enviam projecoes densas para
outros neurdnios envolvidos no metabolismo eneargélibcalizados no nucleo paraventricular
(PVN), zona incerta, area perifornical e hipotalatateral (VELLOSO, 2009). Os neurdnios
NPY/AgRP também inibem diretamente os neurbnios EGMantagonizam a acdo deMSH
sobre os receptores de melanocortina do tipo 4 ®)@# liberacdo de AgRP (VELLOSO, 2009).

Se os neuropeptidios do ARC alteram a NEAT phlrancar o balanco energético, seria
de se esperar que sinais que estimulem a fome @RYRP) diminuam, ao passo que sinais de
saciedade (CART e POMC) aumentem a NEAT. Assim gesithais periféricos e centrais que
modulam a fome tém o potencial de afetar a NEAT\(NR e LEVINE, 2007).

Entre os sinais periféricos que regulam a i@geslimentar temos nutrientes, como
glicose e acidos graxos livres, e varios hormbéniosn destaque para a insulina e leptina, que
sinalizam adiposidade. A concentracdo desses domsdmios se correlaciona positivamente com a
massa de tecido adiposo (NISWENDER e SCHWARTZ, 2008NNE et al, 2005; NOVAK e
LEVINE, 2007). Tanto a insulina quanto a leptin@rpovem reducdo da ingestao alimentar e
aumento do gasto energético e agem ativando nesrdROMC e inibindo os neurdnios
orexigénicos NPY/AgRP no ARC (NISWENDER e SCHWARPRO3; WYNNEet al, 2005).



15

Alimentar Energético

Neurdnios
de Segunda-Ordem: MNeurdnio
Ingestdo Gasto

* Ingestdo
Alimentar

Niicleo
Argueado
|

U4

\_ Neurdnios
" de Primeira-Ordem

Insulina |

_— Leptina | Y&

Insulina

Leptina fA

Tecido
Adiposo

Figura 1. Essa figura mostra os dois conjuntos de neurdningiitleo arqueado hipotalamico - AgRP/NPY e
POMC/CART - que sdo regulados por hormdnios cirdele AgRP (proteina agouti-relacionado) e Npy
(neuropeptideo Y) sdo neuropeptideos que estimalamgestao de alimentos e diminuem o gasto de ienenmguanto
que oa-MSH (um derivado pés-translacional da proopiometantina, POMC) e CART (transcritos regulados por
cocaina e anfetamina) sdo neuropeptideos que inibémgestdo de alimentos e aumentam o gasto eiergét
insulina e leptina sédo hormdnios que circulam eop@rcdo aos estoques de tecido adiposo do corpbogimibem os
neurénios AgRP/NPY e estimulam os neurdnios adjaseROMC/CART. Lepr, receptor de leptina; MC3R/Mc4r
receptor para melanocortina 3 e 4; Y1R, receptaredoopeptideo Y1 (Adaptado de Barsh e Schwart2)200

Embora existam evidéncias em roedores (CARVAIRFE et al, 2003) e humanos
(HALLSCHMID e SCHULTES, 2009) de que alteracdes ag@o da insulina no cérebro sao
acompanhadas por um fenotipo obeso, o impactostdina em aspectos comportamentais como a
locomocédo ndo estad bem esclarecido. Apesar de Menén Atrens (1993) ndo terem observado
efeitos da insulina administrada no nucleo hipot&a paraventricular de ratos sobre a locomocéao,
estudos mais recentes tem observado o contrario.

Hennigeet al (2009) mostraram que a injecdo intracerebrowvaran (i.c.v.) de insulina
promoveu um aumento na SPA de camundongos. Conas3de, horménio ndo teve efeito em
camundongos obesos alimentados com dieta hipeclpigdor 8 semanas. Esses animais eram
hipocinéticos e apresentavam quadro de resistécmidral a acdo da insulina. A inibicdo
farmacologica da via de sinalizacdo da insulinadqbéio da PI3K comvortmanin administrada
via intraperitoneal), também diminui a atividadedmotora de camundongos (BANDAR4 al,
2010).

Conforme mencionado anteriormente, a idadeelamiona-se inversamente com o nivel
de atividade fisica (WESTERTERP, 2000; WESTERTERI1). Com o0 envelhecimento ocorre
ainda uma reducéo da sensibilidade a insulina (OEWRD, 1979; FINKet al,1983). Em funcao
disso e do possivel papel da insulina como regudada atividade locomotora, levantamos a
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hipotese de que a queda no nivel de atividadeaftgie ocorre no envelhecimento poderia ser uma
decorréncia da redugéo da sensibilidade a essédhmnde modo que ambos os fendmenos fossem
temporalmente relacionados. Dessa maneira, opt@moswvaliar a sensibilidade a insulina por
meio do teste de tolerancia a insulina e da fléddde metabolica em paralelo a avaliacdo da
atividade fisica espontanea de camundongos ao km¢gempo.

O teste de tolerancia a insulina é amplametifizado e consiste na monitorizacao dos
niveis de glicose no sangue ao longo do tempo eposta a administracdo intraperitoneal ou
intravenosa de insulina. A taxa de queda da gliaeam resposta a administracéo de insulina € um
indicativo da sensibilidade ao horménio, primariateeno figado e no musculo esquelético
(BOWEZet al.,2014).

A flexibilidade metabdlica consiste na halstiée de um organismo em ajustar a
oxidacao de substrato a sua disponibilidade. Unmadaisual de estimar a flexibilidade metabdlica
em resposta a refeicbes é pela diferenca entreociequie respiratorio (QR) basal (jejum) e
estimulado (estado alimentado), conhecido cax@R (GALGANI et al, 2008). Quanto mais
préximo de 1 0 nosso quociente respiratorio, maibaidratos estamos oxidando. Valores em torno
0,70 indicam maior oxidacdo de lipideos (BROOKSal, 2013). Nesse exemplo, conforme
demonstrado pela linha preta na figura 2, terianmosalor deAQR em torno de 0,30. No intervalo
entre as refeicbes ou em jejum, utilizamos prefaadmente lipideos como substrato energético.

Apos uma refeicdo, ocorre aumento da secrecacsdbna e uso preferencial de carboidratos.

1.00

o

o}

0.70 Flexivel
Inflexivel

Tempo (horas)

Figura 2. Exemplos de oscilagdo do quociente respiratérioreedores ao longo de dias. Os tragos superiores
indicam o periodo em que as luzes sédo apagad#s ¢sicuro, das 19:00 as 7:00 horas). Como roed@@animais
noturnos, é nesse periodo que eles preferenciaserdlimentam. Linha preta: camundongo flexivabbmicamente;

linha vermelha: camundongo inflexivel
A inabilidade em modificar a oxidacdo do stdist em resposta a mudancas na
disponibilidade de nutrientes tem sido implicada a@imulo intramiocelular de lipideos e

resisténcia a insulina e também é conhecida coffexiinilidade metabdlica (KELLEY, 2005). Um
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individuo inflexivel metabolicamente apresenta dteao jejum baixa preferéncia pela oxidacao
lipidica no musculo e menor supressdo na oxidagdglidose, enquanto que no estado alimentado
apresenta baixa oxidacao lipidica e menor estimuwgidacéo da glicose. (KELLEY, 2005). Nesse
caso, 0AQR seria menor (Figura 2, linha vermelha). Dessando a avaliagdo crbnica da
flexibilidade metabdlica pode trazer informacddsremstatusda sensibilidade a insulina durante o

processo de envelhecimento.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Verificar se existe correlacdo entre sendiadle a insulina, avaliada pelo teste de

tolerancia a insulina e pela flexibilidade metatmlie atividade fisica espontanea em camundongos

durante o processo de envelhecimento (do desmanhé&cano més de vida).

Objetivos especificos

Analisar a massa corporal e a ingestao alimentasatelos camundongos ao longo do
experimento;

Analisar a atividade fisica espontanea e gastayétieo dos camundongos ao longo do
periodo experimental (no 10, 40, 80 e 100 més alteid

Analisar a flexibilidade metabdlica dos camundongodongo do periodo experimental
(no 1o, 40, 80 e 100 més de idade);

Analisar a sensibilidade a insulina pelo testealerdncia a insulina em camundongos
no 40 e 8o més de vida;

Analisar a homeostase glicémica por meio da gliaetei jejum e teste de tolerancia a

glicose em camundongos no 40 e 80 més de vida.
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3. METODOS

Para atender as demandas desbaltio, foi realizada uma pesquisa experimental,
utilizando camundongos e com uma abordagem quiarditaa interpretacdo de dados e resultados.
O diferencial desse tipo de abordagem € a intede&garantir a precisao dos trabalhos realizados,

conduzindo a um resultando com poucas chancestegies (DALFOVO, 2008).

3.1 Animais

O projeto foi aprovado pela Ceséiis de Etica no Uso de Animais, CEUA-Unifesp,
protocolo n°® 8191200114. Foram utilizados camundsrgb7bl/6 machos provenientes do Biotério
Central da Unifesp. Os camundongos foram mantidodiatério setorial do Departamento de
Biociéncias da Unifesp - Baixada Santista (RegisSBBUA/ UNIFESP n.28), com ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes apagadas das d9:00) e temperatura de 22+2 °C, e com livre
acesso a agua e racao (AING-93G, fabricada portBhislustria e Comércio Ltda, Aracoiaba da
Serra-SP). Os experimentos foram iniciados com odongos aos 21 dias de vida e as avaliacdes
descritas abaixo foram realizadas pelo periodddadses. Foram utilizados 10 camundongos, que
foram divididos em Gaiola A e Gaiola B (cinco anisnam cada gaiola). Os animais foram
identificados como l1a,2a,3a,4a,5a (para a Gaioka #),2b,3b,4b,5b (para a Gaiola B). Os animais
tiveram a massa corporal e ingestdo alimentar icha registrados semanalmente. A ingestéo
alimentar foi realizada de acordo com a massa calrdo animalOLIVEIRA et al, 2004).

3.2 Atividade fisica espontanea (SPA) e Calorimetiindireta

A SPA foi medida no 1o, 40, 80 e 100 mésaRsso utilizamos um sistema a base de
sensores infravermelhos (Harvard Apparatus). A 8P Avaliada, individualmente, nos eixos x e y
em gaiolas com as dimensdes de 28 x 28 cm. O sidienmece contagem total (cada vez que um
raio infravermelho € interrompido) e contagem aratiwla (cada vez que um novo raio
infravermelho é interrompido). O registro de cortagambulatéria ndo inclui 0 mesmo raio sendo
interrompido repetidamente e, portanto, mede anhogdo real, ndo incluindo comportamentos
como cogar-se e limpar-se. A SPA foi registrada4&i72 horas consecutivas, e nesse periodo 0s
camundongos tinham livre acesso a racdo e aguaaldkimetria indireta (consumo de, @
producdo de Cg) foi analisada a temperatura ambiente (22 ° C).sima, os camundongos foram
colocados individualmente em camaras especificaanamjetadas por 48-72 h com livre acesso a
alimentacdo e agua (sistema Oxylet, Panlab-Har&pmhratus, Barcelona, Espanha). O consumo

de oxigénio e producéo de didéxido de carbono, bemoco gasto de energia foram calculados
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utilizando o software Metabolismo (Panlab-HarvagpAratus; Barcelona; Espanha) (KOatzal,
2006a); (YAMADA et al, 1989)

3.3 Flexibilidade metabdlica

A diferenca entre o quociente respiratorio (QR3abgjejum) e estimulado (estado
alimentado), conhecido comtQR, € uma forma usual de estimar a flexibilidadeaim@ica em
resposta a refeicdes (GALGANI 2008). Para avaliddQR (QRustimulado- QRbasa), foi subtraido o
menor valor de QR do valor mais elevado ao longondeiclo claro-escuro completo (24 horas). O
menor valor de QR ocorre na fase clara do ciclee§uacesas das 7:00 as 19:00), periodo em que
normalmente os roedores dormem, enquanto que o r@ar é observado na fase escura do ciclo,
por ser o periodo em que roedores sao ativos Ensengam. Os valores de quociente respiratorio
foram obtidos a partir do sistema de Calorimemidireta (sistema Oxylet, Harvard apparatus). A
flexibilidade metabdlica foi determinada no 10, 80,e 100 més (GALGANI, 2008).

3.4 Glicemia de jejum

Os camundongos permaneceram em jejum por um pededd horas (racdo retirada as
7:00). A glicemia plasmatica de jejum foi deterndiaautilizando-se glicosimetro Accu Check
Advantage Il (Roche). Amostra de sangue foi coketaolr meio de corte na extremidade distal na
cauda dos camundongos, sem imobilizacdo (BQtVal, 2014). A glicemia de jejum foi coletada

no 40 e 80 més de experimento.

3.5 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulindiplTT)

O iplITT foi realizado no 40 e no 80 més. Aposerificacdo da glicemia de jejum (6
horas de jejum, racdo retirada as 7:00) com aparktitu-Check Advantage I, foi administrada
insulina regular humana na cavidade peritonealase dle 0,5U/kg de peso corpéreo. A glicemia
foi verificada nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutoscdhstante dalearanceda glicose Kitt) foi
calculada usando a férmula 0.693/tA glicose 1, foi calculada usando a analise da queda do
guadrado da concentracdo de glicose plasmaticatéuradecaimento da fase linear (BOWl,
2014).

3.6 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicosépGTT)

Assim como o ipITT, o IpGTT foialezado no 40 e 80 més. Os camundongos foram
mantidos em jejum por 8 h (racao retirada as 70)0s a verificacdo da glicemia com o aparelho

Accu-Check Advantage IlI, foi administrada na cad&lgeritoneal uma solucdo de glicose 20%
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(2,0 g/Kg de peso corporeo). A glicemia foi vedfia nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
(BOWE et al, 2014). As areas sob as curvas de glicose sarg#¢C = mg/dL x 120 min)
durante o GTT e foram calculadas pelo método t@gak (MATHEWS et al., 1990) utilizando o
Software ORIGIN 6.0 (1999).

3.7 Eutanasia
No final do décimo més, os camundongos foram pregnte anestesiados por £©
entdo eutanasiados por decapitacdo. A eutanasrdeaea no periodo da tarde, e os animais

encontravam- se no estado alimentado.

3.8 Estatistica
Os resultados foram analisados pela analise dénai para medidas repetidas ou teste

t-student utilizando softwareGraphPad Prism 5. O nivel de significancia adofatp<0,05.
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4. RESULTADOS

Neste trabalho avaliamos o0s parametros metaisdlie comportamentais de
camundongos a medida que envelheciam (do desmaf@®® atés de vida).

Iremos apresentar primeiramente os resultadogaitesia evolucdo da massa corporal
e da ingestéo alimentar dos animais, represenfaelagigura 3 e Figura 4, respectivamente. Em
relacdo aigura 3 podemos observar um aumento da massa corporahgo tibs meses até o 6°
més, periodo a partir do qual a massa corporastadibza, comparando o 1° més com o 10° més
observamos um aumento significativo da massa cairfqr < 000,1) . Ndigura 4, apresentamos
o gréfico de ingestdo alimentar. Podemos ver quelhanés do experimento, 0s animais
apresentavam uma ingestao alimentar muito altaote&ima queda progressiva durante os meses
subsequentes. Comparando o 1° més com o 10° svema reducdo significativa da ingestéao

alimentar dos animais (p < 0,001).
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Figura 3 — Evolucédo da massa corporal dos camundoog durante o periodo de 10 meses.

Evolugdo da massa corporal de camundongos durapggiodo de 10 meses. N = 10 camundongos. ANOVA par
metidas repetidas. * p < 0,005 em relacao ao m@&sian* p < 0,001 em relacdo ao més 1.
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Figura 4 - Evolug&o da ingestao alimentar pelo peso de 10 meses

Ingestédo alimentar relativa de camundongos pelgerde 10 meses. N = 10 camundongos. ANOVA paridase
repetidas. * p < 0,005 em relacdo ao més anteripr: 0,001 em relacdo ao més 1.

Ndrigura 5, apresentamos os dados relativos a atividadea fespontanea (SPA) de
Nnossos animais no 1°, 4°, 8° e 10° més. As faixemg nos graficos correspondem ao periodo
escuro do ciclo (19:00 as 7:00). Podemos obsericas ma atividade dos camundongos na fase
escura, caracteristica dos roedores. Com o enwaleet™ dos animais houve uma reducdo da
atividade fisica espontanea. Para confirmar eskac@®, foi feita a analise da area abaixo da curva
(AUC) da atividade fisica espontanea no periodairesdo ciclo. As médias da AUC estdo
representadas pefagura 6. Neste graficoKigura 6), podemos observar uma reducéo significativa

(p< 0,001) da atividade fisica espontanea a otB° més.
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Figura 5- Representacao da atividade fisica espoméa nos meses 1°, 4°, 8° e 10°.

Representacdo da atividade fisica espontanea8t°gl4,0° meses de vida. A area em cinza correspandgeriodo
escuro do ciclo (19:00 — 7:00). N = 8 camundongos.
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Figura 6- Area abaixo da curva: Atividade fisica ggontanea

Area abaixo da curva (AUC) da atividade fisica esfoea de camundongos no periodo escuro do cigloQq % 7:00).
Os animais foram avaliados no 1°,4°,8° e 10° nessegla. N = 8 camundongos. ANOVA para medidastidps. ***

p < 0,001.
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Os valores do quociente respifatno 1°, 4°, 8° e 10° més, utilizados para tdlda
flexibilidade metabdlica dos camundongos, estdesgmtados niigura 7. Como para a atividade
fisica espontanea, as faixas cinzas nos graficwesgpndem ao periodo escuro do ciclo (19:00 as
7:00). Conforme descrito em “Métodos”, para detaamnos a flexibilidade metabdlicaQR,)
calculamos a diferenca entre o quociente respica(QR) na fase escura e clara do ciclo. No ciclo
escuro podemos observar um predominio do uso dmideatos (coeficiente respiratério mais
préximo de 1), enquanto no ciclo claro a utilizad&dipideos aumenta. O QR ao longo de um ciclo
completo (claro e escuro) foi semelhante no 1& 90 més, porém observamos um aumento muito

pronunciado no 8° més. Isso foi confirmado peladises dAAQR, representadas Régura 8.

QR 1°més

1.5 . 1b QR 4° més

AR R

Quociente Respratdrio
Quociente Respratorio

$ o £ & S o o & N £ &
':\._Q {h@ \‘SQ &\,;@ ,55§ r{‘,gg ,{’b@ d‘,@ @,9 @,9 “\,9 @,9 \""Q ,pj-“ @9 \Qb 0&; ‘AQ“ ,\.@ & .cP ,_J@ & PSS qd‘ § @ @.@ &
Horario Horario
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Figura 7- Representacdo do quociente respiratérioelcamundongos no 1°, 4°, 8° e 10° meses

de vida .

Quociente respiratério de camundongos no 1°,°48,18° meses de vida . A area cinza correspongerémdo escuro
do ciclo (19:00 — 7:00). Os graficos mostram aiaadkita em 4 camundongos, mas 8 camundongos favafiados
em cada momento.
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Figura 8 - Flexiblidade Metabdlica de camundongoso 1°, 4°, 8°, 10° meses de vida.

Flexibibilidade metabdlicaAl QR) de camundongos no 1°, 4°, 8°, 10° meses de®id QR foi calculado subtraindo-
se 0 menor valor do quoeficiente respiratorio ( gaerre no ciclo escuro). N = 8 camundongos. ANOp&a

medidas repetidas. *** p < 0,001.

Os valores glicémicos obtidiosante o teste de tolerancia a insulina no 4° m&?
sdo mostrados riéigura 9. Podemos observar que ap0s a injecdo intrapeaitoleeinsulina, no 4°
més a glicemia cai de forma mais rapida do que®naé&s Figura 9A). Isso se refletiu na analise
da taxa de remocdo de glicose (kITT), que foi $icativamente menor (p = 0,002) no 8° em
comparacao ao 40 mésigura 9B). Isso indica que 0s animais no 8° més tiveram dimé&uicao

significativa na sensibilidade a insulina.
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Figura 9. Teste de tolerancia a insulina e taxa democao de glicose (kITT) no 4° e 8° més de

idade dos camundongos.

(A) Glicemia durante o teste intraperitoneal de toleigda insulina (ipITT) nos meses 4° e §BeTaxa de remocéao de
glicose (KITT) no ipITT de camundongos aos 4 e 8erale vida. N = 10 camundongos. Teste t studept<*0,01.
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Naigura 10, apresentamos os gréficos do gasto energéticcalmsindongos nos
meses 1,4, 8 e 10. As faixas cinzas representagniade escuro do ciclo (19:00 as 7:00). Podemos
observar que o gasto energético dos animais é rdarante a fase escura, ja que eles apresentam
um pico de atividade nesse periodo. Porém, conocepso de envelhecimento, observamos uma
reducdo do gasto energético, como demonstradodpedaabaixo da curva do gasto energético na
fase escuraHjgura 11). Podemos observar uma reduc¢édo significativa dtogasergético no 8o e
100 més em comparacdo ao 10 e ao 40 més. O gasigeweo ainda foi maior no 8° més em
comparacao ao 10° més.
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Figura 10 — Gasto energético de camundongos no 4°, 8° e 10° meses de vida.

Gasto energético de camundongos no 1°, 4°, 8° enéf8s de vida. A area cinza corresponde ao peeistioo do
ciclo (19:00 7:00). Os graficos mostram a anale@tafem 4 camundongos, mas 8 camundongos foranadweslem
cada momento.
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Figura 11- Area abaixo da curva (AUC) do gasto engético de camundongos.

Area abaixo da curva (AUC) do gasto energético amundongos no periodo escuro do ciclo (19:00 —)7:08
animais foram avaliados no 1°,4°,8° e 10° mesefdeN = 8 camundongos. ANOVA para medidas repstiti** p <

0,001.

Os parametros metabdlicos apadiam a homeostase glicémica sdo apresentados nas
Figuras 12e13. NaFigura 12 encontram-se os resultados da glicemia de jejwaefos observar
um aumento da glicemia dos camundongos no 8° mésoenparacdo ao 40 més, de forma
significativa (p = 0,0012). N&igura 13A sdo mostrados os valores glicémicos durante tiste
tolerancia a glicose (GTT) realizado no 4° e 8°,mreéaFigura 13B representa a média da area
abaixo da curva glicémica durante o teste. No 8% mp@demos observar um aumento mais
pronunciado da glicemia ap6s administracdo intiegrexal de glicose. A glicemia permaneceu
mais elevada durante todo o teste nos animais anes@s de idade quando comparados a eles
préprios 4 meses mais jovens, ou seja, a toleranghcose se deteriorou do 4° para 0 8° més
(Figura 13A). Isso foi confirmado pela andlise da area abal®ocurva glicémica, que foi
significativamente maior no 8° més em comparaca aoés (p = 0,003), conforme apresentado na

Figura 13B.
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Figura 12 — Glicemia de jejum de camundongos aose48 meses de idade.
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Figura 13 - (A) Teste de tolerancia a glicose (GTThos meses 4° e 8° e (B) Média da area
abaixo da curva (AUC) durante o GTT.

(A) Glicemia durante o teste intraperitoneal der@hcia a glicose (ipGTT) nos meses 4° e 8° e (BaAbaixo da
curva glicémica ( AUC) de camundongos durante@Tip aos 4 e aos 8 meses de vida. N = 10 camundongste t
student. ** p < 0,01.
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5. DISCUSSAO

O envelhecimento populacional aumenta a cada décaré previsto para o Brasil nos
proximos anos um quadro de “crescimento zero” (IBEI8). Estudar as mudancas fisioldgicas e
metabdlicas que ocorrem durante o processo detaniglento € de extrema importancia para que
se chegue com plenitude e qualidade de vida nadasa. O envelhecimento esta associado com o
aparecimento de muitas doencas crénicas e metabdtiomo: doencas cardiovasculares, cancer,
obesidade e sindrome metabdlica (MICHALAKSal, 2013).

Em relacdo aos nossos dados &itesga massa corporal, conseguimos observar um
aumento significativo entre o 1° més e 10 més.rRotémos que levar em consideracdo que 0s
animais comecgaram o experimento com 21 dias deejdadseja, era esperado que no fim do 10°
mMEés 0s animais apresentassem um aumento da mageeakalevido ao crescimento natural dos
mesmos. Quando observamos a evolucdo da massaatqfigura 3), podemos ver que o ganho
de massa corporal so foi significativo nos trémpitos meses, apos esse periodo, a massa corporal
se manteve estabilizada. Ja é bem descrito neatlita, que conforme o processo de
envelhecimento hd um aumento da massa corporal ALEANTI et al, 2010 ; HUGHESet al.,
2002). Porém, quando falamos da composicao corpardhse idosa, existe uma diminuicdo da
massa magra e aumento do tecido adiposo sem neaess#e afetar a massa corporal total
(MICHALAKIS et al, 2013).

Em relacdo a ingestdo alimentas dhossos animais, observamos uma reducdo
significativa da ingestdo de racdo, quando compasamnl1® més e 10° més. Esse achado vai de
acordo com publicacbes na literatura, onde anireamimanos apresentam uma diminuicdo da
ingestao alimentar conforme vao envelhecendo (KMIEQL10). Essa diminuicdo da ingestéo
alimentar ocorre devido a uma diminuigdo dos pepsdrexigenos hipotalamicos e dos hormonios
orexigenos (KMIEC, 2010). Os peptideos orexigenpstélamicos que sofrem uma diminuicao
durante o processo de envelhecimento sdo: AgRP, MRXina A e B e MCH. Estes peptideos
encontram-se no nudcleo hipotalamico lateral, tamlw&mhecido como o “centro da fome”
(KMIEC, 2010). No envelhecimento também ha o suegitn de um quadro chamado “anorexia do
envelhecimento”, caracterizada pela diminuicdo @tsamo alimentar, que foi observada tanto em
humanos como animais de laboratério (MORLEY, 2003).

Existe uma hipdtese de que a mligbo da ingestdo de alimentos € causada pela
adaptacao fisiolégica em resposta da diminuicddugidada atividade fisica e do gasto energético
gue ocorre no envelhecimento (KMIEC, 2010).
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Nossos resultados a respeito do gasto energéttiwigdade fisica espontanea indicam
uma diminuicdo gradual de ambos. O gasto energaticesentou uma maior redugdo no 8° més de
analise. Fazendo uma anélise do 1° ao 10° de padigmos observar uma reducéo progressiva do
gasto energético. Essa reducdo do gasto energgtdmem foi acompanhada por uma reducéo da
atividade fisica espontanea.

Como mencionado na sec¢do 1.&stogenergético pode ser dividido em trés categoria
principais: funcdes fisiologicas e celulares basigae requerem ATP (termogénese de repouso), 0
efeito térmico do alimento e a termogénese indugéala atividade fisica (LEVINE, 2004). A taxa
metabdlica basal ou termogénese de repouso sofigeducao de 1% a 2% por década apods os 20
anos de idade (MANINI, 2010). Além disso, ela émmidial para a manutencdo da homeostase do
organismo e vem sido muito estudada, pois o serelapade medicdo em humanos é barato e o
tempo de medicao é relativamente curto (30 a 6Qitos) (MANINI, 2010).

A taxa metabdlica basal manténmgmor mesmo apos as correc¢des para as diferencas
da composicao corporal (MANINI, 2010 ; KREMS al., 2005). Estudos apontam que além das
alteracbes da composicao corporal ocasionadasiqsa, o envelhecimento também pode estar
associado a uma diminuicdo da taxa metabdlica Ipasalnidade de tecido, ou seja, a diminuicdo
da taxa metabdlica basal durante o envelhecimeéidamoorre apenas por mudangas na Composi¢ao
corporal (KREM&et al, 2005).

Em relacdo aos nossos resultadbee a atividade fisica espontanea, observamas um
reducdo progressiva dessa atividade, sendo maificatjva no 8° més (concomitantemente ao
gasto energético). Essa diminuicdo da atividadeafiespontanea durante o processo de
envelhecimento vai de acordo com achados na litesabnde outros autores também encontraram
essa diminuicdo tanto humanos como em modelos en(M8CHALAKIS et al., 2013 ; VALES
et al, 2013 ). A grande responsavel pela variabilidadieeo gasto energético total entre os
individuos, independente de diferencas no tamawohcodoo, é devido a variabilidade no grau de
atividade fisica espontanea, que responde por Q0k&al/dia (THOBURN & PROIETTO, 2000).

A atividade fisica espontanea é regulada pelo mssst@ervoso central, principalmente pelo
hipotdlamo (THOBURN & PROIETTO, 2000). Roedores ctesao induzida no hipotdlamo
ventromedial (sem afetar o nucleo hipotalamico yartaicular) apresentaram uma diminuicdo da
atividade fisica espontanea (TOKUNAGAal.,1991). Uma das explicagdes para a diminui¢cdo da
atividade fisica espontanea durante o envelheconénima diminuicdo da atividade do sistema
nervoso central (THOBURN & PROIETTO, 2000). Les@esnucleo hipotalamico lateral, além de
diminuirem a atividade fisica espontanea, tambésulteen em uma diminuicdo da ingestao
alimentar (KOTZ, 2006b). A orexina (neuropeptide@xigeno), além de exercer um papel
importante no comportamento alimentar, também pedenediador da atividade fisica espontanea
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(KOTZ, 2006b) e como mencionado anteriormente, merao envelhecimento existe uma
diminuicédo desse neuropeptideo (KMIEC, 2010).

O hormoénio insulina tem papel fundamental na memg#io da homeostase energética, e
seu efeito sobre a ingestao alimentar € bem estatiel MURRAY et al., 2014). Entretanto, ela
também parece afetar a atividade fisica espont@esdministracdo intracerebroventricular de
insulina aumenta a atividade fisica, mas esseoegedbolido em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica, provavelmente como consequ€dai resisténcia central a esse hormonio que
eles desenvoleram (HENNIGEt al, 2009). Isso nos motivou a investigar a relacétree
sensibilidade a insulina e atividade fisica espwdéno processo de envelhecimento.

A respeito da flexibilidade madéica de nossos animais, era esperada uma dirdmuic
da mesma, ja que os nossos resultados de seatwikila insulina (avaliada pelo teste de tolerancia
a esse hormonio) apontaram uma diminuicdo da si@mrag 8° em comparacado ao 4° més. Porém,
observamos um aumento significativo da flexibilidachetabdlica no 8° més de analise, com
retorno, no 10° més, aos valores encontrados mosi@mMmais jovens. Esse achado nos faz acreditar
gue o protocolo utilizado nesse trabalho para deteicdo da flexibilidade metabdlica ndo foi o
mais adequado. Aqui optamos por permitir que oucalongos tivessem livre acesso ao alimento,
avaliando dessa forma a utilizacdo de substratesgéticos em condi¢do normal. Protocolos
empregando periodos de jejum ou desafios com iresolil dieta contendo teor elevado de lipideos
poderiam se mostrar mais sensiveis em detectaa@des na sensibilidade a insulina utilizando
esse metodo (GALGANEt al., 2008). Além disso, o protocolo que utilizamos rd@@lia a
sensibilidade a insulina de maneira central e srifgrica.

Conforme mencionado acima, ailfiéidade metabdlica € um indicador de sensibilelad
a insulina. Um individuo com uma boa capacidadexddar os substratos disponiveis tanto em
jejum como em estado alimentado, é consideradoboletamente flexivel (KELLEY, 2005).
Mudancas no estilo de vida (pratica de atividadedi e nutricdo adequada) mudam de forma
positiva a flexibilidade metabdlica (CORPELEIJIN)OB). O aumento dos niveis de atividade
fisica, melhora a capacidade do musculo esqueléiécoxidar acidos graxos durante o proprio
exercicio, assim como melhora a oxidacao de gomuestado de jejum (CORPELEIJIN, 2009).

Os principais fatores determinarda flexibilidade metabdlica sdo: QR basal, taga d
disponibilidade de glicose, concentracdo plasmatecacido graxo, capacidade de armazenamento
de lipidios no tecido adiposo e capacidade oxidadiw mitocéndria (GALGANI, 2008). Durante o
envelhecimento, ha um aumento da resisténcia dnagiDEFRONZO, 1979; FINKet al, 1983),
ou seja, conforme o processo de envelhecimento,ndividuo torna-se gradativamente
metabolicamente inflexivel. Uma hipotese para xitfilidade metabdlica relacionada ao diabetes

bY

mellitus tipo 2 e a resisténcia a insulina, sdailtados de anormalidades mitocondriais (



33

GALGANI, 2008). A menor capacidade mitocondrial éestssociada com uma diminuicdo da
oxidacdo de gordura , causando, portanto, aumemtacdmulo de lipideos no musculo. Existe
possibilidade de que a disfuncéo mitocondrial pessar relacionada com baixa atividade fisica em
individuos metabolicamente inflexiveis (GALGANI,GE)

Em relagdo a homeostase glicéndica nossos animais, nos testes de tolerancia a
glicose (GTT), tolerancia a insulina (ITT) e taxa @mocéo de glicose (KITT), foi constatado o
desenvolvimento de intolerancia a glicose e umamndimdo da sensibilidade a insulina. Esses
achados vao de acordo com a nossa hipotese, desgunsibilidade a insulina e tolerancia a glicose
sdo sensiveis ao processo de envelhecimento eedextpie uma relacao temporal entre reducéo da
sensibilidade a esse horménio e diminuicdo dadaile fisica espontanea. Porém, o mecanismo
exato que explique a relacdo envelhecimemisusintolerancia a glicose e resisténcia a insulina
ainda ndo sdo exatamente claros (CHANG & HALTER)3)0 A elucidacdo desse processo
poderia trazer contribuicbes também para o melmbenelimento dos mecanismos biologicos
envolvidos na regulacéo da atividade locomotora.

Uma das provaveis causas para a alta prevalémicikeréncia 4 glicose em pessoas
idosas, pode ser devido a disfun¢des na funcaogrtiua conforme o avanco da idade (DE TATA,
2014). A célula beta apresenta uma alta capacipiadiéerativa em roedores e com a senescéncia
essa capacidade da célula beta vai diminuindo (BEAT 2014). Alguns fatores sdo responsaveis
para essa diminuicdo da funcdo pancreatica, tamccdisfuncbes na mitocondria, reducdo dos
niveis de GLUT 2, acumulo de produtos de glicagZangada, resposta reduzida ao GLP-1 e
diminuic&o do influxo de calcio dentro da célulag@atica (DE TATA, 2014). No que diz respeito
a resisténcia a insulina no envelhecimento, ogdatenvolvidos seriam: obesidade, sarcoponenia,
mudancas hormonais decorrentes da idade, estreskdivm, inflamacdo e reducdo da atividade
fisica (MICHALAKIS et al, 2013; DE TATA, 2014). Chamamos a atenc¢ao, contpdm o fato de
gue no contexto da atividade fisica espontanealtasacdes que mais contribuiriam com a sua

reducdo seriam os associados a resisténcia cénpatalamica) a esse hormonio.
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6. CONCLUSAO

A partir dos nossos resultados podemos concluirogigadmeno ja conhecido de resisténcia
a insulina que ocorre com o envelhecimento asseci@mporalmente com a queda dos niveis de
atividade fisica espontanea. Isso refor¢ca a hipatesque esse horménio atue na regulacéo desse
componente do gasto energético. Intervencdes cgopibm a prevencdo ou o combate a resisténcia
a insulina poderiam, dessa forma, evitar ou mirem& reducao da atividade fisica espontanea que
acontece com o envelhecimento e ter repercussfsiiva® na composi¢do corporal e no
metabolismo. Nossos dados também nos permitem wpobngle o protocolo usado para
determinacao da flexibilidade metabdlica em camuogds, com livre acesso ao alimento, parece

nao ser o mais adequado para avaliar a sensit@li@ausulina.
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8. ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

ameme COMITE DE Erica e Prsquise SP

Sa0 Paulo, 20 de mao de 2014
CELM M 3191200114

limoda). Sa(a)
Pesquisadonal: Camia Aparecida Machada De Oilveira
DepinDisc: Departamento De Blodéncias

Tl do projetec "CARACTEREACAD DA ATIVIDADE FISICA ESPONTANEA E FLEMIELIDADE METABOLICA DE
CAMUNDONGDS DURANTE O ENVELHECIMENTD *

Parecar Consubstanciado da Comlszdo da Efica no Uso de Animats UNIFESPHSP

0 Brash caminna mpidaments para um pedll demogranion cada vaz maks envelthecido. Com 0 sumento da ldads ocome ura
mudanca da cOMposEa0 comparal, com dedinéy da massa e te gondura & aumento da massa de fecido adinoso. Assim,
alem das Impizapfes econdmicas que o emveledments popuiacional 3z, ele & um Imponanis f3i0r de fsco para vanas
doengas, Incluinda o diabetes melius oo 2. A reduclo no nivel de afvidade flsca Que acompanha O pIOGESSO o
envelResmEend poBe contbuer [anto Dard e5563 ANErAQa0 03 cOMPOsIGa0 COMporal qUantd para 35 ooencss metaboilcas cua
prevalincla aumenta com 3 Made. A nallvidads sk 2613 3s500ada & moraidads prematiina & a reougan da Inatividase
figcs giobal eviaria mihaes o mores por ano. Dessa foma edenclase 3 importincia ge eshodos que Dusouem
COMprESNOET 05 MECSMEMOS Que reguiam 3 allvidade fisca. A atividade fisica pode ser ciassificana em exercicio voluriaro
{esporiss, acadamia), & abvidade Niska espontanea [SPA - movimentos cOMorals pam realzagio de afvidades rofnelas),
quE pode TeprEsentar mas o SO% da enemla total dara gast. © hipobdamo & o centm requiadar da homeaostase
enemetic, e racebe & Integra £nals 00 slatus ENENgeten 0D COMDe, COMD 3 MEUina. 552 homanio tem Como et ragusr
a3 Ingestio almentar & aumentar 3 SPA Em o patencal da nsuing na requiacio da abvidade comolorz, o
objetive desee Trabaiho & veriicar s exlsie enire faxibildade mefabdica {indicador de sensibilidads 3 insulina) e
SPA em camundongos durante o processo de ervelecimenio. Nossa hipitess @ que oCOmE UME TedugAD da SPA 3
medida Que o camundongos emvelhecem (do DesMETE S um ano e vids), £ ess3 queda sefa acompanhada
semporEiments por uma Amiruigo da fexbilisede metabolica. Avalagies adiclnas nduem ieste de folerdnga & glioss &
A msuiing, que serd0 TeNos 3 o303 3 meses, £ 35 condeniacdes sanguineas de INsUInG, l2piRa & S0umas Ciosnas pro-
Imlamaionas |IL-13, THF-3) & SXpressan cersoral s protEing o 106, que serdo deteminaados a0 Mnal do exparimenio.

ANINVARE: Serdo utlizados
20 Camuncango Isepsic cSTIE], machos com 21 dias de dade

Procaenda: CEDEME
Manulengic: Slotéria de carmundangos oo Deparamento de Bloskncias (registng CELALNTESD . 28)

VIGENCIA DO ESTUDO:
Inicio previsio pars: 03/2014 com bemming previsi pars: D/2015

A Comissdn de Eica no Usp de Arimals 03 Univessidade Feod=al de S3p PauloHospits S3o Faulo, na reunido de
130204, ANALEROU & APROWVOL Sodcs 05 procedimentos apresentados nasie profocoio.

1. Cormunicar inda e quaiquer alteragao do protocoio.
2. Comunicar imediatemente a0 Comite quaiquer evento adverso oooimido durants o desenvohimento do protoesio.

3. Os dafos Inglviduais de todas 35 stapas da pesguUisa OSvem S5 ManTuos M IDCE SSqUID por S ancs pars possivel
Audtona dos emans
4 MWEMMHWMHEME&MJHWMM
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Prod. e, Joss Carmir Meding Peslana
Coomenadar da Gomissio de Etice no Uso de Animais
Unversidsde Federal 4 553 Paulo'Hosiial S50 Pauks
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