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Żywienie a proces starzenia. Badania modelowe nad wpływem ograniczonego żywienia na spoczynkowe tempo metabolizmu (RMR) i skład ciała u szczurów
Wstęp

W ciągu ostatniego stulecia przeciętna długość życia człowieka zwiększyła się z ok. 60 do ok. 80 lat. Głównymi przyczynami śmierci nie są już zagrożenia środowiskowe i choroby infekcyjne, lecz przede wszystkim problemy związane z procesem starzenia, będące wynikiem postępującego wraz z wiekiem zmniejszania się sprawności funkcjonalnej komórek, tkanek i narządów oraz mechanizmów regulacyjnych warunkujących homeostazę organizmu. 

Wysokie spożycie energii i tłuszczu, a także zmniejszona aktywność fizyczna obserwowane w krajach rozwiniętych przyczyniają się do drastycznego wzrostu częstości występowania nadwagi i otyłości, zarówno wśród osób dorosłych jak i dzieci, prowadząc przyspieszonego starzenia się, zwiększenia częstości występowania m.in. chorób układu krążenia, cukrzycy i nowotworów, a także wzrostu ryzyka śmierci (Rosenbaum i wsp., 1997).

Jedyną naukowo potwierdzoną metodą znacznego zwiększenia długości życia u różnych grup zwierząt, począwszy od pierwotniaków, a skończywszy na ssakach jest ograniczenie spożycia pokarmu (Weindruch, 1996). Badania epidemiologiczne osób, które przeżyły długie okresy głodu potwierdzają korzystny wpływ zmniejszenia spożycia energii na długość życia także u ludzi.


U podstaw tego fenomenu leży utrzymywanie prawidłowych funkcji fizjologicznych na poziomie typowym dla organizmów młodych oraz hamowanie lub opóźnianie występowanie wielu związanych z wiekiem procesów chorobowych o charakterze degeneracyjnym i nowotworowym (Kritchevsky, 1999), a korzystne działanie ograniczenia wartości energetycznej diety wiąże się z opóźnianiem występowania mutacji (teoria genetyczna), zapobieganiem reakcji glikozylacji białek i produkcji wolnych rodników, a także zmniejszaniem tempa metabolizmu (teoria Rubnera). 
Zgodnie z teorią Rubnera starzenie jest związane z „tempem życia”, a maksymalny czas życia większości gatunków ssaków jest odwrotnie proporcjonalny do ich względnego spoczynkowego tempa metabolizmu (Barja i wsp., 1994). Ograniczone żywienie mogłoby więc przedłużać życie poprzez zmniejszenie tempa metabolizmu. Wyniki badań nad wpływem ograniczonego żywienia na RMR są jednak niejednoznaczne. Obok prac potwierdzających takie działanie zmniejszenia podaży diety, istnieją doniesienia o braku istotnych różnic w RMR między zwierzętami karmionymi ad libitum i żywionymi w sposób ograniczony. Niektórzy autorzy wskazują na występowanie korzystnych zmian w RMR dopiero po długotrwałym stosowaniu ograniczenia żywieniowego. Nieliczne są natomiast badania nad związanymi z płcią różnicami we wpływie ograniczonego żywienia na tempo metabolizmu.

Celem pracy było przeprowadzenie modelowych badań nad wpływem krótkotrwałego postępującego ograniczenia poziomu żywienia (od poziomu ad libitum do poziomu bytowego) na masę ciała, spoczynkowe tempo metabolizmu oraz skład anatomiczny i chemiczny ciała u młodych rosnących samic i samców szczurów. 

Materiał

Doświadczenie przeprowadzono na 72 szczurach Wistar obu płci o początkowej masie ciała około 50 g. 

Metody

Zwierzęta trzymano w pojedynczych klatkach w pomieszczeniu o regulowanej temperaturze (20-23oC), wilgotności (50-60%) i cyklu świetlnym (12h-12h) i karmiono paszą LSM (1474 kJ/100 g, 17.6% białka) ad libitum.

Po osiągnięciu przez szczury masy ciała ok. 60, 75, 90, 105, 120, 135 i 150 g tworzono grupy (grupy „ograniczone” – O), którym podawano następnie dietę LSM w stałych ilościach odpowiadających spożyciu ad libitum zwierząt o początkowych masach ciała dla danych grup. Ilości te wynosiły odpowiednio 12.4, 14.2, 15.9, 17.7, 19.4, 21.2 i 22.9 g, a wyliczono je z zależności regresyjnej między masą ciała a dobrowolnym spożyciem diety. Pozostałe 16 zwierząt  stanowiło grupę kontrolną (K), która miała nieograniczony dostęp do paszy. Dostęp do wody nie był ograniczany. Doświadczenie prowadzono do momentu zatrzymania wzrostu zwierząt grup O. U rosnących i zatrzymanych we wzroście szczurów z grup O oraz szczurów z grup K oznaczano RMR metodą kalorymetrii pośredniej w układzie otwartym. Na koniec doświadczenia zwierzęta uśmiercono, wypreparowano i zważono narządy wewnętrzne (żołądek, wątrobę, jelito cienkie, serce, nerki oraz mięsień brzuchaty łydki), a następnie standardowymi metodami analitycznymi oznaczono zawartość suchej masy, białka i tłuszczu w całych tuszkach zwierząt.

Przy użyciu programu STATGRAPHICS Plus 4.1 wyznaczono, uwzględniając poziom żywienia i płeć zwierząt, i porównano zależności regresyjne między RMR a masą ciała, masą poszczególnych narządów wewnętrznych a masą ciała oraz suchą masą ciała, białkową masą ciała, masą tłuszczu i beztłuszczową masą ciała a masą ciała. Różnice uznano za istotne statystycznie, gdy p≤0.05. Z powyższych zależności regresyjnych wyliczono ww parametry dla przykładowego zwierzęcia o masie 230 g; dane te przedstawiono w Tabeli 1.

Wyniki

Karmienie stałą obniżoną ilością diety zmniejszyło tempo wzrostu badanych zwierząt i w istotnie większym stopniu wpłynęło na końcowe masy ciała samic (odpowiednio dla grup 1-7: 151, 167, 181, 197, 209 i 210 g) niż samców (169, 191, 210, 222, 246, 291 i 300 g).  

Tabela 1. Wpływ poziomu żywienia (O – zwierzęta karmione w sposób ograniczony,

K – zwierzęta kontrolne) i płci na RMR, skład anatomiczny i chemiczny ciała szczurów

	
	samice
	samce

	
	O
	K
	O
	K

	RMR [kJ/24godz]


	146.2 a
	129.5 b
	128.0 a
	135.7 b

	masa żołądka [g]


	1.5622 


	1.5923 
	1.671 
	1.7348 

	masa wątroby [g]


	9.309 a
	12.0000 b
	9.465 a
	11.2600 b

	masa jelita cienkiego [g]


	6.6482 a
	7.7846 b
	6.822 a
	8.3362 b

	masa nerek [g]
	1.5256 
	1.5671
	1.5232 a
	1.7432 b

	masa serca [g]
	0.7416 a
	0.8355 b
	0.7557
	0.8424

	masa mięśnia [g]
	0.675
	0.6789
	0.7235
	0.7794

	masa kości [g]


	0.4742
	0.4602
	0.5204 a
	0.4264 b

	sucha masa ciała [g]


	80.1 a
	88.7 b
	76.1
	80.1



	białkowa masa ciała [g]
	47.6
	43.5
	51.7
	47.5

	masa tłuszczu [g]


	24.1 a
	32.2 b
	14.4 
	17.5

	beztłuszczowa masa ciała [g]
	205.9 a
	197.8 b
	215.5
	212.5


a i b oznaczają różnice statystyczne między samicami/samcami  grup O i K

Porównując spoczynkowe tempo metabolizmu zwierząt żywionych w sposób ograniczony (O) i ad libitum (K) o tej samej masie ciała nie stwierdzono istotnych różnic, różnice takie ujawniły się, gdy porównanie przeprowadzono oddzielnie dla samców i samic. Samce z grup O charakteryzowały się znamiennie niższym RMR w porównaniu do samców kontrolnych. W przypadku samic zaobserwowano jednak  istotnie wyższe RMR u zwierząt  grup O niż zwierząt karmionych ad libitum. 

Żywienie w sposób ograniczony istotnie wpłynęło również na skład ciała, zarówno anatomiczny, jak i chemiczny. U zwierząt obu płci żywionych w sposób ograniczony zaobserwowano zmniejszenie masy wątroby i jelita cienkiego; zmniejszenie masy nerek wystąpiło jedynie u samców, a serca u samic grup O. Masy żołądka i mięśnia nie różniły się ani u samic, ani u samców żywionych w sposób ograniczony i ad libitum. W przypadku składu chemicznego ciała, różnice między zwierzętami grup O i K stwierdzono tylko u samic. Samice grup O charakteryzowały się istotnie mniejszą zawartością tłuszczu w ciele, w związku z tym ich beztłuszczowa masa ciała była istotnie wyższa niż u samic K, a sucha masa ciała znamiennie niższa.  Również samce z grup O miały niższą zawartość tłuszczu w ciele w porównaniu z samcami K, różnica ta nie była jednak istotna statystycznie.

Omówienie wyników


Mimo podobnego stopnia ograniczenia podaży diety, sięgającego do 45% poziomu ad libitum, stwierdzono istotne różnice w działaniu takiego sposobu żywienia u samic i samców. Samce lepiej wykorzystywały ograniczoną pod względem ilościowym dawkę pokarmu, bowiem na tych samych dawkach osiągały, podobnie jak w badaniach m.in. Harris i wsp. (1984), wyższe końcowe masy ciała niż samice. Masy te były jednak niższe niż u zwierząt kontrolnych. Ograniczenie dostępności składników pokarmowych, hamując proliferację komórek zmniejsza tempo wzrostu i masę ciała, zmniejsza m.in. ryzyko wystąpienia uszkodzeń materiału genetycznego, które mogłyby prowadzić do rozwoju nowotworów (Dempsey i wsp., 1993). Obserwacje różnych gatunków ssaków np. myszy karłowatych wskazują, że mniejsze rozmiary ciała warunkują dłuższy okres życia (Mattison i wsp., 2000). 

Mniejsze rozmiary ciała związane są również z mniejszym tempem metabolizmu. W niniejszym doświadczeniu stwierdzono jednak mniejsze RMR u samców O niż C o tej samej masie ciała, a zmiana ta wystąpiła już po około 10 tygodniach stosowania ograniczonego żywienia. Wskazuje to na aktywny charakter procesu adaptacji przemian energetycznych organizmu do ograniczonego żywienia i jest w sprzeczności z wynikami  Harris i wsp. (1984), którzy nie stwierdzili różnic w tempie metabolizmu zależnych od poziomu żywienia, czy płci. Z drugiej strony, wyniki niektórych badań sugerują, że zmniejszenie RMR następuje dopiero po dłuższym okresie reżimu żywieniowego, inne prace  natomiast wskazują, że zmniejszenie tempa metabolizmu ma charakter przejściowy i nie wpływa na wydłużenie czasu życia. Badania dowiodły, że u różnych gatunków ssaków wyższe tempo metabolizmu związane jest z wyższym poziomem uszkodzeń oksydacyjnych DNA i zwiększonym tempem procesów glikozylacji białek (Greenberg i wsp., 2000), czyli procesów, wywołujących starzenie się organizmu, a zmniejszenie poziomu żywienia i zużycia tlenu przez tkanki zmniejsza produkcję wolnych rodników tlenowych wywołujących wyżej wymienione zmiany (Olgun i wsp., 2002). Niskie tempo powstawania rodników koreluje zaś z długowiecznością (Barja i wsp., 1994).

Dane literaturowe wskazują, że trudno wytłumaczalnych przyczyn wzrostu RMR u samic O można by upatrywać we wpływie ograniczonego żywienia na  poziom aktywności motorycznej lub też gospodarkę hormonalną poprzez, m.in., wpływ na dojrzałość płciową.   

Niekorzystne, wydawałoby się, zmiany w rozwoju narządów wewnętrznych, z jednej strony przyczyniają się do zmniejszenia tempa metabolizmu, z drugiej kompensowane są, w przypadku przewodu pokarmowego przez zmiany adaptacyjne w mechanizmach wchłaniania składników pokarmowych. 

Korzystne działanie z punktu widzenia zapobiegania chorobom charakterystycznym dla wieku starszego wykazuje również obserwowane w niniejszym doświadczeniu zmniejszenie ogólnej masy tkanki tłuszczowej, zwłaszcza jeśli dotyczy tkanki wisceralnej; zjawisku temu nie można jednak przypisać głównej przyczynowej roli w hamującym proces starzenia działaniu ograniczonego żywienia, na co wskazują badania Harrisona i wsp. (1984).

Wnioski

1. Płeć w istotny sposób różnicuje odpowiedź organizmu w zakresie tempa metabolizmu i składu ciała na ograniczenie podaży pokarmu.

2. Przestrzeganie zaleceń żywieniowych odnośnie spożycia energii i tłuszczu oraz odpowiedni poziom aktywności fizycznej pozwala zapobiegać niekorzystnym zmianom w organizmie sprzyjającym procesowi starzenia.

Piśmiennictwo

1. Barja G. i wsp. Low mitochondrial free radical consumption can explain the simultaneous presence of high longevity and high aerobic metabolic rate in birds. Free Radic Res Commun, 1994; 21: 317-327.

2. Dempsey J.L. i wsp. Effect of dietary restriction on in vivo somatic mutation in mice. Mutat Res, 1993; 291: 141-145.

3. Greenberg J.A. i wsp. Whole-body metabolic rate appears to determine the rate of DNA oxidative damage and glycation involved in aging. Mech Ageing Dev, 2000; 115: 107-117.

4. Harris P.M. i wsp. Response of male and female rats to undernutrition. 1. Changes in energy utilization, body composition and tissue turnover during undernutrition. Br J Nutr, 1984; 52: 289-306.

5. Harrison, D.E .i wsp. Effects of food restriction on aging: Separation of food intake and adiposity. Proc Natl Acad Sci USA, 1984;  81: 1835‑1838.

6. Kritchevsky D. Caloric restriction and experimental carcinogenesis. Toxic Sci, 1999; 52 (suppl.): 13‑16.

7. Mattison J.A. i wsp. Studies of aging in Ames dwarf mice: effects of caloric restriction. J Amer Ageing Assoc, 2000; 23: 9-16.
8. Olgun A. i wsp. Oxidative phosphorylation enzyme complexes in caloric restriction. Exp Gerontol, 2002; 37: 639-645.

9. Rosenbaum M. i wsp. Obesity. N Engl J Med, 1997; 337: 396‑407.

10. Weindruch, R. The retardation of aging by caloric restriction: Studies in rodents and primates. Toxicol Pathol, 1996; 24: 742‑745.

Streszczenie

W doświadczeniu przeprowadzonym na 72 szczurach Wistar obu płci o masach ciała 50-150 g karmionych stałymi ograniczonymi dawkami standardowej paszy (12.4-22.9 g) (grupa O) oraz ad libitum (grupa K) badano odpowiedź na zmniejszoną podaż diety w zakresie spoczynkowego tempa metabolizmu (RMR) oraz składu anatomicznego i chemicznego ciała. Zaobserwowane wyższe masy końcowe, niezależnie od poziomu żywienia, u samców niż u samic, zmniejszenie RMR u samców żywionych w sposób ograniczony w stosunku do samców kontrolnych, zwiększenie RMR u samic O w porównaniu z samicami K oraz różny wpływ niskiego poziomu żywienia na skład ciała wskazują na istnienie uwarunkowanych płcią różnic w odpowiedzi organizmów na ograniczone żywienie. Wyniki dyskutowane są w odniesieniu do związku między poziomem żywienia a procesem starzenia.

SUMMARY

To provide insight into response of rats to food restriction a study was carried out in 72 male and female Wistar rats with body weights of 50-150 g which were fed constant rations of standard diet (12.4–22.9 g/day) until growth arrest (FR group) and ad libitum (C group). Higher body weights, independently of the feeding level, in male rats, reduction in RMR in male RF rats as compared to C males and higher RMR in food-restricted females than in C ones, as well as differences in the development of body organs and chemical composition in males and females suggest gender-related pattern of reaction to food restriction and are discussed with respect to the relationship between the feeding level and the aging process.
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