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RESUMO

Nas ultimas décadas, observou-se crescimento mundial da populagdo idosa, associado ao
aumento da longevidade. Multiplos fatores, entre eles, ambientais, comportamentais e
genéticos, podem influenciar na longevidade humana. Existe grande interesse no
desenvolvimento de produtos naturais com propriedades funcionais e/ou de saude.
Exopolissacarideos (EPS) fungicos, como a (1—3;1—6)-B-D-glucana botriosferana,
sintetizado por Botryosphaeria rhodina MAMB-05, sdo candidatos promissores por serem
considerados modificadores da resposta bioldgica. O presente estudo visou: a) investigar em
seres humanos possiveis biomarcadores da longevidade, por meio da avaliagdo da frequéncia
de polimorfismos nos genes FOXO03 (rs2802292), SOD2 (rs4880), APOE (rs429358 e rs7412)
e SIRTI (rs2273773) em amostra de idosos da Grande Vitdria, ES, bem como seu estado de
estresse oxidativo e o nivel de integridade do DNA; b) avaliar antimutagenicidade,
mutagenicidade e citotoxicidade da botriosferana, em camundongos Swiss, jovens e idosos, de
ambos 0s sexos, bem como seus potenciais hipolipidémico, hipoglicémico e antiaterogénico
em camundongos idosos knockout para receptor de LDL (LDLr"), e seu background
(C57BL/6). Para alcangar os objetivos: a) na amostra de idosos, foram caracterizados dados
demograficos, s6cioecondmicos, antropométricos, bioquimicos, clinicos e estilo de vida.
Polimorfismos genéticos foram analisados pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real; malondialdeido, por cromatografia liquida de alta eficiéncia e danos gendmicos, pelo
Ensaio do Cometa em grupos de longevos e controles (> 85 anos e 70-75 anos); b) com
animais - botriosferana, foi administrada, via gavage (doses 7,5, 15 e 30 mg/kg p.c./dia), em
protocolo de pré-tratamento de 30 dias (camundongos jovens) e 15 dias (camundongos
idosos) para investigar seus potenciais mutagénico e anticitogenotdéxico contra danos
induzidos pela ciclofosfamida. O teste do Microntcleo foi realizado em eritrécitos de sangue
periférico e medula 6ssea dos camundongos. Efeitos glicolipidémico e ateroprotetor do EPS
(30 mg/kg p.c./dia, por gavage) entre animais LDLr", que receberam dieta aterogénica, foram
verificados por meio das medidas de glicose plasmatica e perfil lipidico, apds tratamento de
15 dias, com kits colorimétricos comerciais. A lesdo aterosclerética foi quantificada por meio
da andlise da deposicdo lipidica adrtica (en face), com Oil-Red-O. A andlise estatistica foi
realizada por meio dos testes 2, exato de Fisher, Tukey, ¢ Student, Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (p<0,05). Entre os idosos longevos e controles,
os niveis plasméticos de malondialdeido e dano ao DNA apresentaram valores semelhantes.

Observou-se associagdo positiva entre o 1s2802292 FOXO3 e longevidade. Caracteristicas



bioquimicas e antropométricas, relacionadas ao envelhecimento sauddvel, mostraram
resultados significativos. Nos ensaios in vivo, botriosferana, nas trés doses, nido foi
mutagénica, nem citotoxica, exerceu efeito antimutagénico e ainda reduziu o percentual de

danos entre animais jovens e idosos (Swiss, CSTBL/6 e LDLr"

). Houve reducdo nos niveis
plasmaticos de glicose (36%), melhora no perfil lipidico (reducdes de 53,8-84,3%) e
diminui¢do da deposicdo lipidica adrtica (32,8%) de LDLr" ateroscleréticos tratados com
esse EPS. Nossos resultados constituem informagdes inéditas acerca da longevidade humana,
na populagdo brasileira, e contribuem para o futuro promissor da geriatria gendmica e da
medicina personalizada. Além disso, indicam que botriosferana possui efeitos bioldgicos

relevantes, sendo candidato promissor no desenvolvimento de novos produtos terapéuticos.

Palavras-chave: longevidade humana ¢ gene FOXO3  botriosferana ¢ citogenotoxicidade ¢

efeito glicolipidémico.



ABSTRACT

In the last decades it has been observed a world grow in elderly population associated with the
increase of longevity. Multiple factors, among them, environmental, behavioral and genetic
can influence human longevity. There is a great interest in improvement of natural products
with functional and/or health proprieties. Fungal exopolysaccharides (EPS) as (1—3;1—6)-p-
D-glucan botryosphaeran, secreted by Botryosphaeria rhodina MAMB-05, are promising
candidates for being considered modifiers of biological response. The present study aimed: a)
to investigate in human possible longevity biomarkers through the frequency of
polymorphisms at the genes FOXO3 (rs2802292), SOD2 (rs4880), APOE (rs429358 and
rs7412) and SIRTI (rs2273773) in a sample of elders of Grande Vitéria, ES, as well as its
state of oxidative stress and DNA integrity level; b) asses antimutagenic, mutagenic and
cytotoxic of botryosphaeran in young and aged Swiss mice, from both gender, as well as its
hypolipidemic, hypoglycemic and antiatherogenic potential in older male LDL receptor
knockout (LDLr™) animals and its background (C57BL/6). To achieve the objectives: a) in
elderly sample, it was characterized demographic, socioeconomic, anthropometrics,
biochemical, clinics and life style data. Genetic polymorphisms were analyzed through real
time polymerase chain reaction; the malondialdehyde, by high performance liquid
chromatography and genomic damage, by alkaline comet assay in groups of long-lived
individuals and controls (> 85 years and 70-75 years); b) with animals - botryosphaeran, was
administrated, by gavage (doses of 7.5, 15 and 30 mg/kg b.w. per day) in a 30-day pre-
treatment in 30-day protocol (young mice) and 15-day protocol (older mice) to investigate its
mutagenic and anticytogenotoxic potential against damages induced by cyclophosphamide.
The micronucleus assay was carried through erythrocytes of peripheral blood and bone
marrow from mice. Glucolipidemic and atheroprotective effects of EPS (30 mg/kg b.w. per
day, by gavage) among LDLr"" animals, that received atherogenic diet, were verified by
plasmatic glucose measure and lipidic profile after 15 days of treatment, with commercial
colorimetric kits. The atherosclerotic lesion was quantified by aortic lipidic deposition
analysis (en face), with Oil-Red-O. The statistical analysis was performed by y? test, Fisher
exact test, Tukey test, # Student, Mann-Whitney and Hardy-Weinberg Equilibrium (H-WE)
(p<0.05). Among oldest-old individuals and controls, the plasmatic levels of malondialdehyde
and DNA damage had similar values. It was observed a positive association between
152802292 FOXO3 and longevity. Biochemical and anthropometric characteristics, related to

successful aging, showed significant results. In in vivo assay, botryosphaeran, in the 3 doses,



it was not mutagenic and still reduced the percentage of damage between young and older
animals (Swiss, C57BL/6 e LDLr"). There was reduction in glucose plasmatic levels (36%),
improved in lipidic profile (reductions of 53.8-84.3%) and decreased of aortic lipidic
deposition (32.8%) in the LDLr" atherosclerotic mice treated with EPS. Our results provide
new insights of human longevity, in Brazilian population, and contribute to a promising future
of genomic geriatric and personalized medicine. Moreover, it does indicate that
botryosphaeran has relevant biologic effect, making it a promising candidate for new

therapeutic products development.

Keywords: human longevity ¢ FOXO3 gene e botryosphaeran ¢ cytogenotoxicity e

glucolipidemic effect.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos



1. INTRODUCAO

Nas dltimas décadas, observou-se o crescimento mundial da populacdo idosa devido a redugdo
nas taxas de fecundidade e mortalidade. Esse aumento da expectativa de vida, tanto em paises
desenvolvidos, quanto naqueles em desenvolvimento, relaciona-se com as melhorias no
saneamento bdsico, condi¢des socioecondmicas, estilo de vida, bem como aos avancos das

pesquisas em saude (KINSELLA; HE, 2009).

No entanto, no Brasil e em outros paises em desenvolvimento, o aumento da populacdo idosa
ocorreu sem a implantacdo adequada de politicas sociais, econdmicas e de saide, num contexto
de fragilidade das institui¢cdes e dos servigos prestados a esse grupo vulneravel (NOGUEIRA et
al., 2008). Dessa forma, existe a necessidade de adequacdo dessas politicas, assim como da
inclusdo dos idosos em pesquisas e incremento nos estudos sobre envelhecimento, longevidade e

qualidade de vida.

O envelhecimento compromete a capacidade de resposta dos individuos ao estresse ambiental e a
manutencdo da homeostasia (ANSELMI et al., 2009). Em decorréncia das mudancas peculiares,
com frequéncia, observa-se o surgimento de Doencgas Cronico-Degenerativas (DCDs) como
hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade, dislipidemias, cancer,

doencgas reumatoldgicas e neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson.

Assim, os estudos sobre o envelhecimento, nas duas ultimas décadas, buscaram estabelecer
modelos que expliquem a relacdo entre o surgimento de doencas com a idade, mas também
aqueles referentes a fendtipos positivos como a longevidade e o envelhecimento sauddvel

(DAVINELLI; WILCOXX; SCAPAGNINI, 2012; FALLIN; MATTEINI, 2009).

A longevidade humana é um fendmeno complexo que pode ser influenciado pela interacdo de
multiplos fatores, ambientais, comportamentais e genéticos (BROOKS-WILSON, 2013). O
estudo de seus possiveis preditores ou marcadores apresenta-se como uma das
necessidades/prioridades mais cadentes, ja que pode possibilitar o avangco de pesquisas relativas a

prevencao e reducao de doencas que acompanham o decorrer do tempo de vida.
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O modo pelo qual a genética pode ser um fator determinante na longevidade tem provocado
grande interesse de pesquisadores, sendo que, aproximadamente, 25% na variagdo da expectativa
de vida em um adulto sdo atribuidos a diferencas genéticas. Adicionalmente, essa influéncia
parece aumentar apds sessenta anos de idade, tornando-se mais acentuada aos oitenta e cinco

anos de vida ou mais (HERSKIND et al., 1996; HHELMBORG et al., 2006; PERLS et al., 1998).

Genes como FOXO3 (Forkhead box O3), SOD2 (Superoxide dismutase 2), APOE (Apoliprotein
E) e SIRTI (Silent Information Regulator Type 1) t€m sido descritos como moduladores do tempo
de vida e estdo envolvidos em vias do metabolismo de lipideos e carboidratos, com a resposta ao

estresse oxidativo e com a suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas que acompanham o

envelhecimento (BARZILAI et al., 2012; DATO et al., 2013).

O decréscimo na atividade de agentes antioxidantes, acompanhado por uma producdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (EROs), que caracteriza o processo de estresse oxidativo,
também tem sido relacionado com o envelhecimento e suas morbidades. As EROs, extremamente
instaveis, podem reagir com proteinas, dcido desoxirribonucléico (DNA) e lipideos, alterando a
homeostase celular (HARMAN, 1991; MATES et al., 1999). Os lipideos s@o alvos enddgenos
facilmente acessiveis e rapidamente afetados pelos seus efeitos, o que favorece a formacdo de
compostos secunddrios como malondialdeido, amplamente utilizado como marcador do processo

(DE ZWART et al., 1999; ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLER, 1991).

Os danos oxidativos a0 DNA também parecem ter um papel importante tanto no processo de
senescéncia e no surgimento das doencas cronico-degenerativas, quanto no envelhecimento
sauddvel, e seus niveis em fluidos biolégicos, como plasma, e tecidos t€ém sido considerados
biomarcadores confidveis. Dentre as diversas propostas, o Ensaio do Cometa apresenta-se como
uma das técnicas mais simples e difundidas para estudos genotoxicolégicos em organismos

superiores (NERI et al., 2015).

Investigar esses determinantes criticos do tempo de vida em populagdes ainda ndo estudadas pode

aprimorar o conhecimento cientifico e auxiliar no desenvolvimento de estratégias relacionadas a
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biogerontologia. A prevengdo e controle das DCDs sdao também fundamentais para evitar
consequéncias nefastas para a qualidade de vida e perdas nos anos de vida economicamente

ativos em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2011).

Nesse sentido, em consonancia com o Pacto pela Saide e com a Politica Nacional de Satde da
Pessoa Idosa, o Ministério da Sadde promulgou o Plano de Acdes Estratégicas para o
Enfrentamento das Doencas Cronico-Degenerativas no Brasil, de 2011 a 2022. Esse plano visa
preparar o Brasil para enfrentar e deter essas doencgas, por meio de agdes integradas, sustentdveis
e baseadas em evidéncias, considerando como diretrizes a promoc¢do da saide, cuidado integral
ao idoso e a alimentacdo um fator de risco modificdvel para as DCDs (BRASIL, 2011; BRASIL,
2006a;b).

Davinelli, Wilcoxx e Scapagnini (2012) descreveram também que o estudo dos mecanismos do
envelhecimento nos mais variados grupos de seres vivos aponta a dieta como um importante
modulador do processo, tanto no envelhecimento per si, quanto na prépria longevidade,

estendendo-a ou reduzindo-a.

Como agdes de promogdo da saide, a utilizacdo de glucanas, biopolimeros com potencial
aplicacdo biotecnoldgica, tem se destacado porque podem auxiliar na prevencdo e controle das
DCDs (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Exopolissacarideos fiingicos, como a (1—3;1—6)-B-D-
glucana botriosferana, t€ém sido extensivamente explorados quanto aos seus possiveis beneficios
na prevencdo e tratamento de doencas que acompanham o envelhecimento, bem como na

longevidade (KAGIMURA et al., 2015).

Diante do exposto, a investigacdo de fatores genéticos e sua associacdo com a longevidade
humana, bem como a influéncia de caracteristicas ambientais, danos oxidativos e gendmicos
sobre o tempo de vida, conduzidas em populacdes idosas ainda nio estudadas, podem aprimorar
o conhecimento cientifico e estabelecer estratégias publicas de acompanhamento/cuidado mais
efetivas, sejam preventiva ou diagndstica, de acordo com o perfil genético de cada paciente.

E ainda, estudos que busquem avaliar o potencial de aplicacdo biotecnolégico da botriosferana

podem auxiliar no estabelecimento de intervencdes terap€uticas e preventivas para diversas
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doencas relacionadas ao envelhecimento que acarretam taxas de mortalidade e morbidade

significativas e oneram o sistema publico de sauide.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Envelhecimento: novo cenario mundial e brasileiro

O envelhecimento populacional, mudanga demografica mais notavel do século XXI, tem sido
amplamente reconhecido como um fendmeno mundial, com um campo de discussdes

relevantes.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), do ponto de vista cronoldgico, idoso seria o
individuo com idade igual ou superior a 65 anos, residente em paises desenvolvidos e com 60
anos ou mais, para paises em desenvolvimento. Essa classificacdo considera fatores econdmicos,
sociais, politicos, culturais, ambientais e qualidade de vida, os quais determinam os padrdes

etarios citados acima (CAMARANO; KANSO; LEITAO E MELLO, 2004).

A populacdo de idosos j4 ultrapassa 900 milhdes de individuos, o que corresponde a 12,3% da
populacdo mundial, sendo estimados valores proximos aos 22,0% em 2050 (OMS, 2015). Isso se
deve a reducdo nas taxas de mortalidade e natalidade, devido a melhorias no saneamento basico,
condigdes socioecondmicas, estilo de vida, bem como aos avangos da pesquisa em satide, mais

evidentes nos paises em desenvolvimento (KINSELLA; HE, 2009).

No Brasil, € possivel observar a substituicdo, na piramide populacional, da base alargada por um
cume que se amplia de forma rdpida e considerdvel, indicando, proporcionalmente, mais idosos e

menos criangas e jovens na populacao (Figura 1) (IBGE, 2008).

Esse contingente populacional perfaz 12,6% da populacdo atual, com projecdes de 16,2% até
2025. A expectativa de vida ao nascer do brasileiro passou de 69,8 para 73,8 anos, entre 0s anos
de 2000 e 2010. Além disso, em 2050, nosso pais estard na sexta posicdo mundial em nimero de
idosos, alcancando mais de 13 milhdes desses com idade acima de 80 anos (IBGE, 2008; IBGE,
2013a).
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Figura 1. Estrutura etdria relativa, por idade e sexo, em milhdes de pessoas, no Brasil — 1940 a 2050.
(Adaptado de IBGE, 2008).

No periodo de 2012 a 2022, espera-se uma taxa de crescimento maior do que 4,0 %, o que
repercute em mais de 1,0 milhdo de idosos anualmente (IBGE, 2015). A relacdo entre o nimero
de idosos para cada grupo de 100 criangas, de 0 a 14 anos, também esta sofrendo mudancgas: em
2010, havia 26,7 idosos para cada 100 criancas, mas espera-se, em 2050, uma relacdo 6,5 vezes

maior (172,7), com concentracdo expressiva nas regioes Sul e Sudeste (IBGE, 2008).

No Espirito Santo, de forma semelhante, os idosos representam 12,7% da populagdo, com
projecOes de aumento da esperanca de vida de 70,4 para 81,2 anos entre 2000 e 2030 (IBGE,
2013Db).

De acordo com Camarano, Kanso, Leitdo e Mello (2004), torna-se relevante também destacar que
dentre os idosos, o nimero daqueles denominados “muito idosos” também vem crescendo. Este
aumento na propor¢do dos muito idosos é decorrente da reducdo na taxa de mortalidade nas

idades mais avancgadas.

Além disso, evidéncias cientificas apontam que ndo se pode admitir o grupo de individuos com

60 anos ou mais como uniforme, em funcdo das diferencas metabdlicas, fisiologicas e
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socioecondmicas, observadas entre os idosos com mais de 85 anos e aqueles mais jovens

(BALTES; SMITH, 2006; JACOB FILHO, 2006; JOHNSON, 2005).

Nesse sentido, a OMS sugeriu uma subdivisdo para esse grupo, sendo idosos jovens (young-old),
com idade entre 60 e 69 anos; idosos velhos (old-old), de 70 a 84 anos e idoso mais velho (oldest-

old), com 85 anos ou mais (De ONIS; HABICHT, 1996; OMS, 2004).

No Brasil, estudos sobre envelhecimento foram impulsionados a partir de 1980, acerca do inicio
das considerdveis transformacdes etdrias, descritas acima (LIMA; MENEZES, 2011). No entanto,
a produc¢do do conhecimento € ainda incipiente, sendo que a maior parte das pesquisas concentra-
se em descrever casos clinicos ou relatos de caso das multiplas doengas que acometem esse
grupo, como as doencgas cronico-degenerativas e sindromes geridtricas, além de procedimentos

terap€uticos ou cirurgicos.

Paralelamente, inseridas nesse universo temdtico, pesquisas pioneiras foram ou vem sendo
desenvolvidas, de cunho epidemiolégico, mas que buscam elucidar possiveis mecanismos

celulares e moleculares, concentradas nas regides Sul e Sudeste.

No Sul do Brasil, programas como Genesis (Gene Invironmental Systems Interactions on
Susceffull Aging) e Veran6polis (Estudos em Envelhecimento, Longevidade e Qualidade de Vida)
contribuiram para o desenvolvimento de pesquisas sobre interacdes genético-ambientais no
envelhecimento saudével, de idosos com 80 anos ou mais. Essas investigacdes ocorrem nas
cidades de Gravatai e Veran6polis, Rio Grande do Sul, que possuem expectativa média de vida
superior ao restante do pais (CRUZ et al., 2005; DA CRUZ et al., 2004). Na regido Sudeste, o
projeto BAMBUI-MG, de base populacional, se propds a identificar fatores preditores de eventos
adversos a saide em idosos. Ainda, nessa regido, o projeto SABE (Saiude, Bem Estar e
Envelhecimento), coordenado pela Organizacdo Pan-Americana de Saude, apresentou como
objetivo, em sua primeira fase, coletar informacdes sobre as condi¢des de saude dos idosos com
mais de 60 anos em dreas urbanas de metropoles da América Latina, dentre elas, Sdo Paulo

(GIACOMIN et al., 2005; LEBRAO; LAURENTT; 2005).
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O envelhecimento, ndo obstante ser uma das grandes conquistas da humanidade, também se
apresenta como desafiador para a sociedade e comunidade académica, de diferentes paises,
principalmente, para aqueles em desenvolvimento. No Brasil, ao contrario dos paises
desenvolvidos, a populacdo idosa, de fenétipo fragil com nimero relevante de doencas, vem
aumentando num contexto de desigualdades sociais, instabilidades econdmica e dos servicos de

saide (PALLONI et al., 2002).

Dessa forma, € incontestdavel a necessidade de reorganizacdo das estruturas socioecondmicas,
académico-cientificas e das politicas de saude para atender as demandas especificas desse grupo,
com o estabelecimento de intervengdes preventivas, terapéuticas e diagndsticas, mais efetivas na
geriatria, que melhorem a qualidade de vida e proporcionem um envelhecimento sauddvel, com

impactos relevantes em termos de saude publica.

2.2 Envelhecimento Humano e Teorias Postuladas

O envelhecimento ou senescéncia estd associado com dois processos, a degeneracdo celular
progressiva e a perda da capacidade regenerativa, sendo definido como um declinio progressivo,
funcional e organico, influenciado por eventos moleculares, celulares e sistémicos, com
alteracdes na homeostasia e, por conseguinte, aumento da suscetibilidade a doengas e morte

(SCHUMACHER; GARINIS; HOEIJMAKERS, 2008).

Os mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento ainda ndo foram totalmente
elucidados, mas se sabe que o mesmo é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas como hipertensdao arterial, doencgas
cardiovasculares, diabetes, obesidade, dislipidemias, cancer, doencas reumatoldgicas e
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (WHEELER; KIM, 2011). Em funcdo do
considerdvel aumento dessas doencas com o decorrer do tempo de vida, compreender os

processos bioldgicos relacionados a fisiopatologia desse evento € de suma importancia.
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Desde tempos remotos, jd se discutia quais seriam os limites entre o processo natural do
envelhecimento e o surgimento de doengas ou senilidade. No século VII a.C., o médico grego
Pitdgoras ja dividia o tempo de vida do ser humano em ciclos, sendo os ultimos, entre 63 e 81

anos, a fase senium, marcados por declinio e incapacidade do organismo (HALPERT, 1983).

No entanto, a somente trés décadas, com o isolamento das primeiras cepas de “vida longa” do
nematdédeo de vida livre Caenorhabditis elegans por Klass (1983) e o inicio de possiveis
analogias com o ciclo de vida do ser humano, os estudos sobre envelhecimento avancaram sem

precedentes.

Um ntimero considerdvel de teorias vem sendo postulado para explicar o envelhecimento, sendo
as mais amplamente aceitas: a) as Estocdasticas (TE) - que descrevem que o desgaste decorrente
do tempo de vida é consequéncia de danos moleculares, aleatdrios, que alteram a fungdo e
estrutura de células, tecidos e 6rgaos. O acumulo dessas alteracdes alcancaria um nivel em que
algumas ou todas células estariam deficientes, metabolicamente, a ponto de causarem a morte e
b) as Programadas (TP), baseadas na existéncia de um ‘“roteiro” para eventos sequenciais e
coordenados. Diferentes padrdoes de controle do metabolismo, dano mitocondrial, interacao
genes-vias de sinalizacdo celular para apoptose, encurtamento dos teldmeros e eventos
epigenéticos constiuiriam também uma base para as modificacdes no decorrer da vida (ARKING

et al., 2000; MERCADO-SAENZ et al., 2010).

Paredes Salido e Roca Ferndndez (2002) ressaltaram, que além do genoma, a producdo e
liberacao de energia, com formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e fatores ambientais

como nutri¢do e exercicio fisico tém sido elementos essenciais e determinantes do processo.

Partindo desses principios, e de que o tempo de vida ou lifespan é controlado, pelo menos, numa
extensdo expressiva, por vias genéticas e processos bioquimicos conservados evolutivamente,

hipéteses foram postuladas e biomarcadores importantes vem sendo definidos.

Segundo a hipétese Genética (TP), a intensidade do envelhecimento biolégico possivelmente é

regulada por genes que auxiliam na manuten¢do da homeostasia e da fun¢do corporal por um
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tempo maior do que a média da expectativa de vida e por aqueles que afetam diversas vias
metabolicas, as quais podem ocasionar disfun¢des organicas ou o aumento da morbimortalidade
entre idosos (JOHNSON, 2005). Os fatores genéticos, nessa perspectiva, sdo estudados por meio
da identificacdo de variantes polimérficas denominadas SNPs (single nucleotide polymorphism)
numa populacdo, em que a variagdo de apenas um nucleotideo no DNA pode impactar na
expressao ou regulacdo génica, interferindo no tempo de vida da espécie humana (FALLIN;

MATTEINI, 2009).

A contribui¢cdo genética para o envelhecimento e tempo de vida foi demonstrada usando registros
extensos de gémeos e de estudos de base populacional. A herdabilidade para gémeos foi estimada
em 20,0 a 30,0% (HERSKIND et al., 1996; McGUE et al., 1993), enquanto para populagdes, de
15,0 a 25,0% (MITCHELL et al., 2001; KERBER et al., 2001). Estudos também descrevem a
relacdo entre fatores genéticos e estilo de vida: a presenca de riscos moderados para doengas
cardiovasculares na meia-idade e no periodo entre 60 e 69 anos contribuiu para a sobrevivéncia
de individuos sauddveis e mais fragilizados até 85 anos ou mais, respectivamente (DUTTA et al.,

2011; TERRY et al., 2005).

Cruz (2014) propds a existéncia de gendtipos de ‘“‘sobrevivéncia” em resposta a condicdes
ambientais como padrdo dietético, tabagismo e exercicio fisico, agrupados numa série de genes
com seus subprodutos, no periodo pds-reprodutivo, que forneceriam plasticidade a um dado
cronograma de vida do ser humano, evitando sua extin¢cdo. Isso pode explicar as diferencas

fenotipicas inter e intraindividuais entre populacdes semelhantes (KAZIMIROVA et al., 2004).

Em organismos inferiores, a utilizacdo do modelo de C. elegans rompeu os desafios para
instaurar as primeiras suposicoes a respeito da influéncia genética no tempo de vida. Marx (2002)
descreveu as descobertas de cientistas sobre a regulacdo genética do desenvolvimento de érgios e
morte celular programada nesse organismo-modelo e a existéncia de genes correspondentes no

ser humano.

Evidéncias cientificas também mostraram possiveis mecanismos envolvidos no tempo de vida

mais curto, por meio da utilizacdo de modelos murinos € humanos, das sindromes progeréides.
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Essas doengas monogénicas apresentam como caracteristica fenotipica o envelhecimento precoce
e rapido, sendo as Sindromes de Hutchinson-Gilford e Werner exemplos classicos. A
instabilidade gendmica, dada por danos ao DNA, seguido de erros no seu reparo, explicaria o

envelhecimento prematuro (BURTNER; KENNEDY, 2010).

De Magalhdes e Church (2007) descreveram que genes associados ao envelhecimento sio
conservados em nivel molecular e hd madaltiplas interacdes com outros: genes ortdlogos,
associados ao ciclo da vida, sdo encontrados em organismos-modelo e formam uma rede de
conexdes e atividade continuas, sendo que quase a maioria das protefnas, por conseguinte,
expressas, estdo implicadas com doencgas relacionadas a idade (DRI), o que poderia explicar a

relacdo entre o surgimento de enfermidades durante esse decurso.

Ja a hipotese do Estresse Oxidativo, relacionada com a teoria Estocdstica, estabelece que o
processo degenerativo, relacionado a idade, € conseqiiéncia de danos provocados por espécies
reativas de oxigénio, advindas, principalmente, do metabolismo aerébico (SIMM; KLOTZ,
2015). A formacdo de espécies reativas, principalmente de oxigénio, como radical superdxido,
peréxido de hidrogénio e radical hidroxila, se dd pela acdo catalitica de enzimas durante o
transporte de elétrons na cadeia respiratoria e/ou por exposi¢do a diferentes fatores ambientais
(GOLUBEV, 1996). Essas moléculas sdo eletronicamente instdveis e, portanto, extremamente
reativas, com habilidade para se combinar a macromoléculas como lipideos, proteinas e DNA,
ocasionando danos celulares e moleculares. Esse processo € um tipo de pressdo que induz a uma
resposta do organismo, principalmente de agentes antioxidantes. No entanto, durante o
envelhecimento, hd um aumento exponencial que supera a capacidade antioxidante enddgena,

numa variedade de tecidos e em diferentes espécies, inclusive em humanos (HARMAN, 1956).

O excesso de espécies reativas de oxigénio acarreta a oxidagdo celular, a qual é considerada o
estdgio inicial de doencas que acompanham a senilidade. As EROs alteram as caracteristicas
moleculares de membranas, promovem mutagdes genéticas, alteram a homeostasia e contribuem
para a formagdo de compostos secundarios como aldeidos de cadeia curta, biomarcadores desse

processo (HARMAN, 1991; MATES et al., 1999).
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Apesar das pesquisas sobre envelhecimento avancarem, gerando conhecimento considerdvel com
relacdo as suas causas e desfechos, ainda estdo sujeitas a inumeros debates e hipdteses
conflitantes. Até o momento, mesmo com os ganhos no tempo de vida, observados nos ultimas
décadas, o leque de doengas que acomete os idosos ndo se modificou. Ainda sim, muitos podem
alcancar idades extremas, a longevidade, com a presenca dessas disfungdes ou, por outro lado,
sem sua presenga, menos frageis e com fungdes cognitivas e fisicas satisfatdrias

(CHRISTENSEN; JOHNSON; VAUPEL, 2006).

Newman e Murabito (2013) definiram o envelhecimento sauddvel como a sobrevivéncia a faixas
etdrias especificas, maior ou igual a 85 anos. No entanto, retardar o processo de envelhecimento
¢ tarefa fatigante porque envolve o acumulo e integracdo de inimeras informagdes do ponto de

vista bioldgico, fisiologico e psicossocial.

Investigacdes cientificas que se propdem a buscar novas concepgdes de atencdo a sadde da
populacdo idosa, sobretudo aos longevos, que busquem integrar as diferentes informacdes acerca
do processo de envelhecimento sdo de suma importdncia para amenizar a incapacidade e

fragilidades fisica e orginica que acompanham a maioria desses individuos.

2.3 Longevidade Humana: conceito, fen6tipos e fatores determinantes

O aumento dramdtico da populacdo idosa, sobretudo dos idosos “mais idosos” tem despertado o
interesse dos estudiosos sobre o envelhecimento e avanco das pesquisas na biogerontologia.
Torna-se cada vez mais importante ndo apenas estudar a multimorbidade, mas também os
fendtipos e possiveis mecanismos bioldgicos do envelhecimento sauddvel (DAVINELLI;

WILCOXX; SCAPAGNINI, 2012).

A longevidade ¢ um fendmeno complexo e resulta da interacdo de indimeros fatores genéticos,
ambientais e comportamentais. Nos estudos de Genética do envelhecimento humano, o termo
“longevidade” se remete a sobrevivéncia que supere o tempo maximo de vida estimado numa

populac@o. Do ponto de vista cronoldgico, seria alcangar 85 anos ou mais de idade, sendo essa
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faixa etdria daqueles chamados de muito idosos ou oldest-old. Considerando aspectos
fisiopatologicos, fendtipos da longevidade sdo caracterizados pela combinagcdo da idade mais
avancada, auséncia de multiplas doencas e capacidades fisica e cognitiva aceitdveis, as quais
implicam na necessidade do acréscimo de mais uma denominagdo: “envelhecimento sauddvel” ou

“longevidade sauddvel” (BROOKS-WILSON, 2013).

Segundo Mercado-Saenz et al. (2010), o tempo de vida e o tempo de vida sauddvel estdo
intimamente relacionados. No entanto, o ser humano tem tido sucesso quanto ao seu tempo de
vida (lifespan), mas avangado pouco com relagdo ao seu tempo de vida saudavel (healthspan).
Observa-se, nas ultimas duas décadas, maior probabilidade de se chegar a longevidade, mas com
fendtipos negativos quanto a saude e bem-estar ou uma fase da senescéncia, relativamente, curta,
mas livre de doencas cronico-degenerativas e performance fisico-funcional desejavel, a qual

relaciona-se ao “envelhecimento saudavel”.

Na tentativa de buscar compreender esses diferentes fenotipos, a geriatria gendmica vem
investigando possiveis genes e vias metabolicas, associados ao envelhecimento e candidatos a
longevidade. Os primeiros achados, de estudos amplos familial ou de base populacional,

mostraram que a heranga genética € um fator que contribui para definir o tempo de vida.

Estudos com gémeos, mono e dizigdticos mostraram que, aproximadamente, 25% da variagdo na
sobrevivéncia sdo determinados por caracteristicas genéticas (HERSKIND et al., 1996;
HJELMBORG et al., 2006). A influéncia genética também foi significativa quando avaliada
entre irmaos de longevos, pelo fato desses apresentarem cerca de quatro vezes mais chance de se
tornar octa ou nonagendrios do que irmaos de idosos que tiveram senescéncia breve (young-old)
(CHRISTENSEN; JOHNSON; VAUPEL, 2006; PERLS et al., 1998). Os efeitos genéticos sobre
o tempo de vida de individuos gémeos foram minimos até os sessenta anos de idade, mas
tornaram-se significativos e estdveis com o decorrer da idade, sendo acentuados a partir dos 85

anos (HJIELMBORG et al., 2006).

Da mesma forma, em estudos de base populacional, caracteristicas peculiares foram observadas:

a medida que a idade aumentava, a taxa de risco de desenvolvimento para doencas como cancer,
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diabetes, doencas cardiovasculares, respiratorias e neurodegenerativas foi substancialmente
menor, além da maior participacdo genética em idades mais extremas (BROOKS-WILSON,

2013; FORTNEY et al., 2015; MITCHELL et al., 2001).

A contribuicdo genética para o envelhecimento e longevidade humanos, possivelmente, se da
pela interacio de varios genes, cada qual com seus efeitos particulares, conectados e
pleiotrépicos. Ha genes de predisposicdo a longevidade, variantes genéticas ou da regulacio de
genes, que auxiliam na manutencao da homeostasia e da funcdo corporal por um tempo maior do
que a média esperada, superando a expectativa de vida, enquanto que outro grupo, genes da
fragilidade, aumentaria a suscetibilidade a doencas relacionadas ao envelhecimento, com
morbimortalidade precoce, por afetarem vias metabdlicas, culminando em disfun¢des organicas

potenciais (MURABITO; YUAN; LUNETTA, 2012).

Estudos genéticos de associagdo tém alcancado importantes resultados na identificacdo de
variacdes de um unico nucleotideo (SNPs) na seqiiéncia de DNA, relacionadas aos fendtipos
caracteristicos do processo de envelhecimento e mostram potenciais descobertas para novos
caminhos metabdlicos e de sinalizacdo (BROOKS-WILSON, 2013; FIGARSKA; VONK;
BOESEN, 2013; JACOBSEN et al., 2010; SEBASTIANI et al., 2013; WILLCOX et al., 2008).

Considerando a longevidade como uma caracteristica poligénica e suas variantes polimoérficas,
Barzilai e Gabrielly (2010) propuseram possiveis mudancas no perfil genotipico no decorrer da
vida de individuos idosos, dos 60 aos 100 anos, admitindo-se como sendo esse 0 mMAaximo
intervalo de tempo de vida entre as populacdes (Figura 2). SNPs que declinam a medida que a
idade aumenta relacionam-se a genes da fragilidade e com o aumento da proporcdo de
morbimortalidade, ao passo que um padrdo diferente e mais relevante seria observado quando
SNPs aumentam com o aumento da idade, sendo esses referentes aos genes de predisposicdo a
longevidade, protetores das doencas do envelhecimento. Os resultados de Sebastiani e Perls
(2012) corroboram com o descrito, pois 0s mesmos sugeriram que em mulheres e homens
centendrios a contribui¢do genética chegaria a 33% e 48%, respectivamente. Todavia, ha perfis
genotipipos que ndo alteram sua frequéncia com o decorrer da vida e que ndo estdo relacionados

com a longevidade.



33

—— Aging ar “killing” genotypes

Genes not associated with lifespan

u T T T T ¥ T Ll 1

60 65 70 75 80 85 90 95 100
Age (years)

[T}

Figura 2. Mudancas nas frequéncias genotipicas em funcdo da idade. Sabendo-se que o eixo “x

[{3 ]

refere-se ao tempo de vida em anos e o eixo “y” a frequéncia genotipica, apesar de alcancarmos o
patamar do tempo de vida, hd uma selecdo significativa. Linhas verdes representam os genes de
predisposi¢do a longevidade — gendtipos que contribuem para a longevidade e prote¢do contra doengas
que acompanham o envelhecimento. Linhas vermelhas representam os genes da fragilidade - genétipos
associados ao aumento da prevaléncia de doengas e mortalidade. Linhas pretas indicam genes com
SNPs que ndo alteram sua freqiiéncia com a idade (BARZILAI; GABRIELLY, 2010).

Esses achados foram impulsionados a partir da descoberta de variantes genéticas, conservadas
evolutivamente, relacionadas a longevidade em invertebrados, os quais possuem vida curta e
habilidade no controle de fatores genéticos e ambientais. Variagdes no gene chamado age-I, um
gerontogene, encontrado no nematédeo C. elegans, seriam responsaveis por aumentar em duas a
cinco vezes a extensdo no tempo de vida e em até oito vezes, quando combinada a restricdo

calérica (HOUTHOOEFD et al., 2004; JOHNSON, 2005).

Outros modelos animais t€ém contribuido também para a biogerontologia como aqueles
desenvolvidos com Drosophila melanogaster, que identificaram o gene Tor, que codifica para
uma proteina modulada pela disponibilidade de aminodcidos e, por conseguinte, pela dieta.
Ademais, ¢ importante mencionar que estudos em animais revelaram que os genes da
longevidade sdo idade-especificos: variantes nos genes age-1, spe-10 e clk-1 parecem estar
envolvidas na redu¢do da mortalidade de C. elegans somente em fases tardias da vida ou de baixa

reprodutividade (JOHNSON et al., 2001; KAPAHI; ZID, 2004).
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Camundongos knockout para receptores do hormoénio do crescimento (GH) e para a via de
sinalizacdo de insulina IIS (insulin/Igfl-like signaling) podem aumentar substancialmente seu
tempo de vida. Essa ablacdo génica aumenta a expressdao de enzimas antioxidantes e a resisténcia
ao estresse de midcitos e fibroblastos, ativa fatores de trancricdo chamados de FOXO, além de

reduzir o surgimento de doengas do envelhecimento (BARTKE, 2005).

O sucesso no desenvolvimento dessas pesquisas tem facilitado, de forma expressiva, os esforgos

na identificac@o de variacOes genéticas em vias correspondentes em humanos.

Além do componente genético, sabe-se que a heteregoneidade de fenétipos da longevidade deve-
se a fatores ambientais e comportamentais. Evidéncias cientificas mostram que educagdo, renda,
etnia, prética de exercicio fisico, tabagismo, etilismo e convivio social sdo informag¢des que t€ém
sido relacionadas ao envelhecimento saudavel (HAVEMAN-NIES, de GROOT, STRAVEREN,
2003; SWINDELL et al., 2010; WILLCOX, HE, CHEN; 2006).

Colman et al. (2014) e Barzilai e Bartke (2009) demonstraram associa¢do da restricdo caldrica
(RC), uma reducdo em 25 a 50% da ingestdo caldrica, sem desnutricdo e mantendo nutrientes
indispensaveis ao bom funcionamento do organismo, com aumento do tempo de vida e declinio
das enfermidades inerentes ao processo de envelhecimento. Sabe-se que, em mamiferos, a
proteina Sirtuina 1 (SIRT1) estd envolvida com a resposta metabdlica em condi¢des de RC e
variantes polimorficas do seu gene (SIRT1) com a longevidade. Ainda, de acordo com Akbaraly
et al. (2013), Hodge et al. (2014) e Assmann et al. (2015) a ingestdo de frutas e de carnes ricas
em lipideos correlaciona-se de formas positiva e negativa, respectivamente, com o

envelhecimento saudavel.

Investigagdes clinicas atestam que mudangas no estilo de vida, como a restri¢ao calérica, podem
retardar o envelhecimento intrinseco e induzir a desfechos favordveis quanto a varidveis como
Indice de massa corporal, perfil de lipideos, glicemia e marcadores de sensibilidade a insulina

(FONTANA; KLEIN, 2007).

O conhecimento desses possiveis fatores preditores de sobrevivéncia e saide é muito importante

para as pesquisas contemporaneas sobre a longevidade, pois esses sdo passiveis de modificacgdo,
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proporcionando aos individuos “muito idosos” mais qualidade de vida e menor incidéncia de
doengas cronico-degenerativas. Elucidar como os fatores genéticos e sua interacdo com
componentes ambientais contribuem para os fenétipos da longevidade e envelhecimento ¢ um
dos campos explorados pela geriatria gendmica e que tem despertado interesse dos pesquisadores
(MURABITO; YUAN; LUNETTA, 2012). E possivel que o estilo de vida saudédvel conduza ao
envelhecimento bem sucedido e/ou os genes de predisposicdo a longevidade protejam idosos dos

efeitos prejudiciais advindos de hdbitos inadequados (SWAPNIL et al., 2011).

Da mesma forma, o género tem influenciado no periodo de sobreviéncia. Geralmente, mulheres
possuem um tempo médio de vida maior do que homens, sendo as responsdveis pela maior
parcela dos “mais idosos” no mundo. Algumas hipéteses para essa diferenca sdo caracteristicas
hormonais, o fator compensatério do cromossomo X em mulheres, a ocorréncia maior de doengas
como as cardiovasculares e acidentes em homens (NEWMAN; MURABITO, 2013). Por outro
lado, os efeitos do sexo sobre a longevidade podem ser modificados por fatores ambientais, bem
como pelos genéticos (BROOKS-WILSON, 2013; CATALANO, BRUCKNER, SMITH, 2008).
Poulain, Peres e Salaris (2011) mostraram que numa populacdo de longevos da ilha de Sardenha
fatores como alimentacdo, exercicio fisico, convivio familiar e social, além das caracteristicas
genéticas/bioldgicas, contribuiram para uma taxa de mortalidade menor entre os homens,

contrapondo o esperado.

A variabilidade fenotipica observada entre individuos idosos e a longevidade pode ser
determinada também pelas caracteristicas epigenéticas, as quais t€ém sido investigadas, mais
recentemente, em modelos experimentais, cultura de células de mamiferos e estudos com
humanos (DEELEN et al., 2014; MCCAULEY; DANG, 2014). Mudancas epigenéticas
envolvem alteragdes quimicas nas moléculas de DNA ou histonas, bem como a produgdo de uma
classe especial de 4cido ribonucléico (RNA), de curto tamanho e ndo codificante, os microRNAs.
Esses mecanismos, pds-transcricionais, sdo biologicamente importantes porque apresentam papel
na regulacdo da expressdo génica e sdao considerados candidatos relevantes na elucidacdo dos
efeitos de fatores ambientais sobre o envelhecimento (SIMMONS, 2008).

No Brasil, ha poucos estudos sobre geriatria gendmica e longevidade. A maioria dos trabalhos

tem se concentrado em estudar condigdes sOcio-demograficas, caracteristicas
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clinicas/bioquimicas/antropométricas, que acompanham as DRI, capacidade funcional e perfil
dos cuidadores (VALADARES; VIANNA; MORAES, 2013; LIMA; MENEZES, 2011).
Pesquisas sobre variantes polimorficas de genes de predisposicdo a longevidade foram ou estdo
sendo desenvolvidas, principalmente, em estados das regides Sul e Sudeste (Tabela 1). Esses
dados mostram a necessidade cadente de investigagdes na drea da biogerontologia, que tratam
dos possiveis fatores genéticos e ambientais envolvidos no aumento do tempo de vida da nossa

populacdo.

Tabela 1. Estudos desenvolvidos no Brasil sobre Longevidade Humana e Variantes genéticas.

Estudo Estado n Gene (SNP) Referéncias

Taufer et al. (2005)

GENESIS RS 489 SOD2 (rs4880) do Valle Gottlieb et
al. (2011)
Schwanke et al.
64 APOE (2002)
VERANOPOLIS RS (rs429358/rs7412) Da Cruz et al.
252  SOD2 (rs4880) (2004)

Lima e Costa et al.
(2000)

Fuzikawa et al.
(2008)

APOE

BAMBUI MG 1406 4r03s8rs7412)

Lebrdo e Laurenti
(2005)

APOE Naslavsky

SABE SP 604 (Exoma/NGS) (2015}- i
comunicagao

pessoal

n = ndmero amostral;, SNP = single nucleotide polymorphism; NGS = Next Generation
Sequencing.
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Muitas vias metabdlicas, como as de respostas ao hormodnio insulina, ao estresse oxidativo,
metabolismo de lipideos e restricdo caldrica/gasto energético, parecem ser cruciais para se
alcancar a longevidade (CHRISTENSEN; JOHNSON; VAUPEL, 2006). Sabe-se que ha genes e
variantes polimérficas relacionados com essas vias de sinalizacdo, os quais tém sido considerados
candidatos naturais e de impacto notdvel sobre o tempo de vida, o que corrobora com a hipétese

de que hd genes de predisposicao a longevidade e da fragilidade.

A elucidacdo da base genética, bem como de danos oxidativos e gendmicos no envelhecimento e
seu papel nas alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e patoldgicas com o decorrer da vida
permanece intrigante e complexa, oferecendo a gerontologia amplo espectro de pesquisas com
vistas a obter possiveis preditores que adicionem qualidade de vida a esses anos acrescentados a

humanidade.

2.4 Biomarcadores da Longevidade Humana

Considerando o cendrio de envelhecimento populacional e aumento da expectativa de vida, aliado
a motivacdo humana de preservar a vida ao maximo e com qualidade, bem como os custos
substanciais dos Sistemas de Satde com as doengas cronico-degenerativas e multiplos fatores
envolvidos nesse processo, € de suma importancia o estudo dos possiveis preditores ou

marcadores que interferem na longevidade.

Biomarcadores sdo definidos como caracteristicas que podem ser medidas e avaliadas, sendo
indicadores de processos bioldgicos normais ou patogé€nicos, ou ainda de resposta farmacoldgica

a intervencao terapéutica (DE ZWART et al., 1999; LABAER, 2005).

Para o estudo do envelhecimento e da longevidade, sdo propostos diversos biomarcadores como
genes e regides gendmicas identificados, em estudos GWAS (Genome-Wide Association Studies)
(BROER et al., 2015; FORTNEY et al., 2015), bem como parametros clinicos, bioquimicos,
antropométricos e fatores ambientais (DUTTA et al., 2011).
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Além disso, os estudos tém mostrado que a medida que se envelhece, ocorre disfuncdo celular e
senescéncia do nosso organismo, dados em parte, pelo aumento exacerbado da producdo de
espécies reativas de oxigénio, que podem reagir com macroméculas e, ainda, culminar na
producdo de compostos secunddrios citotoxicos ou genotoxicos, como aldeidos de cadeia curta
(BECKMAN; AMES, 1998; DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). Esses compostos
carbonilicos, diferente das EROs, sdo relativamente estdveis e se difundem para o meio

extracelular, atingindo alvos distantes do seu sitio de origem, propagando o dano oxidativo.

Considerando esses fatores e eventos como determinantes criticos do tempo de vida, estimd-los
em populacdes ainda ndo estudadas pode aprimorar o conhecimento cientifico e auxiliar no
desenvolvimento de estratégias relacionadas a biogerontologia, que busquem melhorar a
qualidade de vida, para que se atinja a longevidade. Acdes preventivas ou de diagndstico, mais
efetivas se concretizariam, de acordo com o perfil de cada individuo idoso, o que acarreta

impactos relevantes em termos de saude publica.

2.5 Genes associados a Longevidade Humana

Conforme descrito anteriormente, o componente genético contribui em, aproximadamente, 25%
para o tempo de vida e genes de predisposi¢do a longevidade vem sendo identificados em estudos
com modelos animais € humanos. Genes como FOX03, SOD2, APOE e SIRTI tém sido descritos
como moduladores da longevidade e estdo envolvidos em vias do metabolismo de lipideos e
carboidratos, com a resposta ao estresse oxidativo e com a suscetibilidade ao desenvolvimento de

DRIs (BARZILAI et al., 2012; DATO et al., 2013).

2.5.1 FOXO03

O gene FOXO3 (Forkhead box O3), localizado no cromossomo 6q21, codifica o fator de
transcricdo multifuncional forkhead box O3, que pertence a familia das proteinas FOXO,
FOXO1, FOX04, FOXO06, conservadas evolutivamente, de Caenorhabditis elegans a mamiferos

(LEE et al., 2003). FOXO3 est4d envolvida em processos como proliferacdo celular, apoptose,
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resposta ao estresse oxidativo, regulacao do ciclo celular, metabolismo e longevidade (TZIVION;
DOBSON; RAMAKRISHNAN, 2011). Esse fator de transcricdo é expresso em tecidos de
resposta ao hormonio insulina, adipdcitos, musculo esquelético, figado, pancreas e tem sido
considerado um mediador chave na via de sinalizacao da insulina /IS (Insulin/Igfl-like signaling)

(LAM; FRANCIS; PETKOVIC, 2006).

Apesar de mecanismos precisos ainda ndo terem sido elucidados, estudos in vitro demonstraram
que a via /IS pode afetar o tempo de vida por diversos mecanismos. Quando ocorre a inibi¢cdo da
via IIS, pelo fator FOXO3, a transcricdo de genes de proteinas de choque térmico, envolvidas
com a resposta ao estresse, ¢ ativada (MURPHY et al., 2003). FOXO3 pode atuar também na
parada do ciclo celular e estimular mecanismos de reparo do DNA, o que reduz a morte celular e
o risco de malignidade, limitando o processo de envelhecimento (TRAN et al., 2002). H4
evidéncias também de que os fatores FOXO estdo envolvidos com a expressdo de enzimas
antioxidantes. FOXO3 parece agir como fator de transcri¢do de multiplas vias de resisténcia ao

estresse, em resposta a diminui¢do da sinalizacdo da via I1S.

Di Bona et al. (2014) definiram a via Insulin/Igfl-like como uma cascata de fosforilacdes que
regulam a translocacdo nuclear e a ativacdo de proteinas FOXO, dentre elas, FOXO3. Em
resposta a fatores exdgenos (dieta) ou ao hormonio do crescimento, ocorre secrecdo de insulina
pelo pancreas e producgdo do fator de crescimento 1 da via /IS (IGF-1) pelo figado. A ligacdo do
IGF-1 a receptores especificos inibe a proteina FOXO3, o que impede a expressdao de muitos
genes homeostaticos, como aqueles dos sistemas antioxidante e imune, envolvidos com a
longevidade (Figura 3). No entanto, a expressdao do gene FOXO3 pode ser ativada por proteinas
chamadas de sirtuinas, desacetilases dependentes de NAD™ (nicotinamida adenina dinucleotideo),
consideradas moléculas anti-envelhecimento. Variantes polimérficas especificas também podem
estar envolvidas com a modulacdo dessa via como o SNP rs2802292 G/T, localizado na regido

intronica do gene.

Em camundongos knockout para FOXO3, foram observadas resisténcia insulinica, anormalidades
hematolégicas, processos inflamatérios e infertilidade (CASTRILLON et al., 2003; KERDILES
et al., 2010).



40

CELL
T MEMBRANE

T

Figura 3. Via de sinalizacdo Insulin/Igfi-like e suas implicacdes na longevidade. Essa via de sinalizacio
apresenta um papel critico na determinac¢do da longevidade. A ligacdo do IGF-1 a receptores especificos,
numa cascata de fosforilacdes, inibe a proteina FOXO3, o que impede a expressdo de muitos genes
homeostéticos, envolvidos com a longevidade. A proteina SIRT1 (Silent Information Regulation Type 1),
por outro lado, ativa esse fator de transcri¢cdo. Variantes genéticas que reduzem essa sinalizacdo tém sido
identificadas: alguns estudos tém mostrado essa associagdo com um tempo de vida mais longo (DI BONA
et al., 2014).

Willcox et al. (2008) foram os primeiros pesquisadores a identificar que o gene FOXO3 estava
fortemente associado com a longevidade, numa populacdo, do Havai, de homens longevos de
origem japonesa. A variagdo genética rs2802292 mostrou que esses longevos tinham uma ou
mais cOpias do alelo G e que controles apresentavam uma frequéncia maior do alelo T. Esses
idosos, em relagdo aos controles, apresentavam também fendtipos relacionados ao
envelhecimento sauddvel como menor prevaléncia de cancer e doencga cardiovascular, melhor

perfil lipidico, menores niveis glicémicos e de insulina.

Estudos subseqiientes, com nimero amostral variando de 600 a 1800 e faixa etdria de 18 a 110
anos, confirmaram esses resultados: Anselmi et al. (2009) e Soerensen et al. (2010), em

populagdes de caucasianos, também validaram essa associacdo, quando analisaram dados de
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homens e mulheres, separadamente. Do mesmo modo, um estudo, desse ultimo grupo de
pesquisa, com uma populacdo dinamarquesa, que considerou as caracteristicas fun¢do cognitiva,
capacidade funcional e saide auto-reportada, mostrou associac¢ao positiva entre SNPs do FOXO3,

inclusive, rs2802292, e longevidade (SOERENSEN et al., 2015).

2.5.250D2

Superéxidos dismutases (SODs) sdao uma classe de enzimas que catalisam a conversao de anions
superdxidos (Oy7), uma espécie reativa de oxigénio, em perdxido de hidrogénio (H,O,), o qual,
posteriormente, € convertido em 4agua (HALLIWELL, 1978). Essas EROs sdo geradas,
principalmente, durante o transporte de elétrons, na fosforilagdo oxidativa. As SODs exercem um
papel importante em vias bioldgicas de oxi-reducdo, sendo cruciais na defesa enddgena
antioxidante, do sistema de sinalizacdo que protege as células e tecidos do estresse oxidativo,
caracterizado por um amento na producdo de compostos reativos (NOZIK-GRAYCK;

SULIMAN; PIANTADOSI, 2005).

Em mamiferos, ha trés isoformas de SOD identificadas, com distribui¢do celular diferente: SOD1
ou CuZn-SOD (citoplasmaética - dependente de cobre e zinco), SOD2 ou Mn-SOD (mitocondrial
e dependente de manganés) e SOD3 ou EC-SOD (extracelular) (ZELKO; MARIANI; FOLZ,
2002). A superoxido dismutase 2 € responsdvel pela defesa antioxidante primdria do nosso
organismo e ¢ codificada pelo gene SOD2, localizado no cromossomo 6q25.3. Seu papel no
envelhecimento, doencas que o acompanham e na longevidade tem sido descrito, sendo o SNP
rs4880 C/T o mais abrangentemente estudado (BUDOVSKY et al., 2013). Holley et al. (2012) e
Kaminski et al. (2013) enfatizaram também que essa enzima € responsdvel por manter niveis
moderados de superdxido e peréxido de hidrogénio no meio intracelular, que sdo positivos para a

homeostase.

A variante polimorfica rs4880, com uma substituicdo do aminoédcido valina por alanina, causa
uma mudanca conformacional na estrutura da proteina de B-pregueada para o-hélice, o que

interfere na sua capacidade de neutralizar radicais O,” . SOD2 a-hélice (Citosina) estaria
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relacionada com um amento em 30 a 40% na sua atividade, enquanto que a conformacgdo [-
pregueada (Timina), com wuma reducdo na sua eficiéncia enzimdtica (SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1996). Por outro lado, Sutton et al. (2005) sugeriram que o
desequilibrio metabdlico quanto a atividade de SOD2, dependente dessas variantes, estaria mais
relacionado a alteracOes com o seu transporte no interior da mitocondria. O genétipo CC confere
a enzima a capacidade de atravessar as membranas mitocondriais, interna e externa, rapidamente,

em direcdo a matriz, ao passo que TT ocasionaria uma fase estaciondria de SOD2 entre as

membranas.

A contribuicdo desse SNP na determinacdo dos processos de envelhecimento, doencas e
longevidade corrobora com os resultados dos estudos funcionais acima citados. No entanto, os
achados tém sido conflitantes. Soerensen et al. (2009) avaliaram a associacdo do SNP rs4880
com a longevidade numa populagdo dinamarquesa, de 1650 individuos e observaram que aqueles
portadores do alelo C apresentaram decréscimo na mortalidade. No Brasil, foi conduzido um
estudo em Porto Alegre, RS, com 489 individuos (recém-nascidos, adultos e longevos). Nao foi
encontrada associacio entre as variantes genéticas e longevidade. No entanto, o gendtipo CC foi
relacionado ao aumento do risco de cincer de prostata e de mama e de dano gendmico em células
de sangue periférico (TAUFER et al., 2005). Os estudos de Stessman et al. (2005) e Tian et al.
(2011) mostraram um aumento na frequéncia de alelos T com a idade e com prevaléncia de
Diabetes mellitus. Ja no trabalho de Gentschew et al. (2013), nenhuma associa¢do foi verificada
para rs4880 e tempo de vida entre 1612 longevos (> 95 anos) e 1104 controles (60-75 anos)

caucasianos.

A utilizagdo de organismos inferiores e murinos também torna evidente a relagdo entre SOD2 e
tempo de vida. A superexpressdo do gene SOD2 em Drosophila melanogaster resultou no
aumento proporcional do seu tempo de vida e da atividade enzimética (SUN et al., 2002). Num
estudo em que apenas 50% de SOD2 foram expressos, observou-se dano oxidativo e fungdo

mitocondrial prejudicada (HINERFELD et al., 2004).

Outros fatores como ambientais podem estar envolvidos com esses diferentes fenétipos, ja que

esse SNP gerou resultados que sdo impactados por condi¢cdes como dieta antioxidante e
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realizacdo de exercicio fisico. A ingestdo de frutas e hortalicas, fonte de antioxidantes, reduziu
os efeitos do risco de desenvolvimento de cancer de mama em mulheres portadoras do genétipo
CC (fator de risco), na fase pré-menopausa (AMBROSONE et al., 1999). Bresciani et al. (2013)
mostraram que o estresse oxidativo, proveniente do exercicio fisico, € modulado pelo SNP
rs4880. Avaliou-se a relacdo entre as variantes polimorficas e medidas de conteido protéico,
atividade enzimdtica e expressdo génica de 65 individuos adultos do sexo masculino e foi
observado que, uma hora apds o exercicio, para o genétipo CC, o conteiido de Mn-SOD foi

maior, bem como os niveis de expressao de SOD?2.

2.5.3 APOE

A Apoliproteina E (ApoE) € uma glicoproteina de 34KDa, que exerce papel relevante na
homeostase lipidica no cérebro e tecidos periféricos (MAHLEY, 1988). Essa proteina participa
do transporte e redistribuicdo do colesterol, sendo sintetizada predominantemente pelo figado. O
gene que a codifica, APOE, é polimérfico e esta localizado no cromossomo 19q13.2. (DAS et al.,
1985). A combinagdo de dois polimorfismos de nucleotideo tinico, rs429358 e rs7412, no éxon 4,
e suas respectivas diferencas nos residuos dos aminoécidos 112 e 158, definem trés isoformas
para APOE: €2, com residuos de cisteinas em ambos os sitios (cis112, cis158); €3, com cisteina e
arginina (cis112, argl58) e €4, com residuos de arginina nas duas posicoes (argl12, argl58). A
figura 4 mostra o descrito de forma esquematica. Considerando essas isoformas, seis possiveis

diplotipos sdo observados, €2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/€3, €3/e4 e e4/e4 (ZHONG et al., 2016).

Essas variantes e, por conseguinte, as diferencgas entre os aminodcidos cisteina e arginina alteram
a estrutura da ApoE, e sua funcido: ApoE2 e ApoE3 ligam-se, preferencialmente, a lipoproteina
de alta densidade (HDL-c), enquanto que ApoE4, adere as lipoproteinas de baixa (LDL-c) e
muito baixa densidade (VLDL-c) (SAITO et al., 2003).
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SNP: rs429358 rs7412
€2 TGC TGC
€3 TGC CGC
€4 CGC CcGC
Protein: 112 158
E2 Cys Cys
E3 Cys Arg
E4 Arg Arg

Figura 4. Representacdo esquemdtica da localizagdo dos SNPs rs429358 e rs7412, no exon 4, do gene
APOE e suas possiveis isoformas, de alelos e proteina, de acordo com as mudancas nos residuos dos
aminodcidos 112 e 158 (Adaptado de Zhong et al., 2016).

A presenga do residuo de cisteina na ApoE2, na posi¢cdo 158, causa um rearranjo na ligacao
existente entre arglS54-argl58, substituindo argl58 por arg 150, o que muda o potencial de
ligacdo da proteina a receptores de lipoproteinas (MAHLEY; HUANG; RALL, 1999). Por outro
lado, em ApoE4, a substituicdo de cisteina por aginina na posi¢do 112 acarreta uma interacao
entre arginina e glutamina, nas posicdes 61 e 255, respectivamente, em meio aquoso, culminando
em dominios de ligacdo a receptores na proteina ApoE inexistentes nas isoformas E2 e E3
(ZHONG; WEISGRABER, 2009). Por sua vez, essas alteracOes tornam a estrutura de E4 mais
compacta e com regides menos estdveis e protegidas em relacdo a E3 (HUANG et al., 2011).
Com isso, ApoE2 e E4 apresentam perfis de ligacio a receptores que favorecem

hipocolesterolemia e hiperlipidemia, respectivamente (MAHLEY; RALL JR, 2000).

Esses desfechos bioquimicos e metabdlicos sdo responsaveis pela associagdo dessas isoformas
com diferentes eventos bioldgicos como estresse oxidativo e processo inflamatério (HUEBBE et

al., 2011).

Segundo essa conjectura, estudos com humanos sobre variantes genéticas de APOE, tempo de

vida e doencgas que acometem idosos t€m sido abrangentemente realizados. O alelo €4 vem sendo
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associado com mortalidade precoce, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas e €2, com
longevidade e tempo de vida saudavel (CHRISTENSEN; JOHNSON; VAUPEL, 2006; DEELEN
et al.,, 2011; SCHUPF et al., 2012). A distribui¢cdo populacional de €3, €4 e €2, em torno do
mundo, é de cerca de 77,9%, 13,7% e 8,4%, respectivamente (CHRISTENSEN; JOHNSON;
VAUPEL, 2006).

Soerensen et al. (2013), num estudo envolvendo caucasianos, sendo 1089 nonagendrios e 736
controles na meia idade, demonstraram associacdo positiva entre o gene APOE e extensdo do
tempo de vida. No entanto, Tindale et al. (2014), encontraram maior frequéncia do alelo €4 entre
os controles, mas ndo de €2 para os muito idosos, em um trabalho com 752 controles e longevos
sauddveis. J4 numa populacdo de 1406 idosos, com 60 anos ou mais, do sudoeste de Minas
Gerais, observou-se que ndo houve associacao entre hipertensio arterial e APOE, mas individuos
portadores do alelo €4 apresentaram niveis elevados de LDL-c, enquanto que o alelo €2 foi

relacionado a niveis mais baixos dessa lipoproteina (FUZIKAWA et al., 2008).

2.5.4 SIRT1

O gene SIRTI (Silent Information Regulator Type 1) localizado no cromossomo 10g21.3 ¢é
constituido de 11 exons e codifica uma proteina com um importante papel na longevidade e
promocao da saude, a sirtuina 1 (SIRT1). As sirtuinas identificadas em humanos constituem uma
familia de sete enzimas, as quais sdo evolutivamente unidas pela presenca de um dominio
catalitico, de ligacdo a nicotinamida adenina dinucleotideo, verificado via atividade de
desacetilase-NAD", primariamente, no gene SIR2 (Silent Information Regulator 2) de
Saccharomyces cerevisiae, envolvido na extensdo do tempo de vida desse organismo (FRYE,

2000; SMITH et al., 2000).

SIRT1 é o membro dessa familia mais estudado por ser o homélogo mais préoximo a Sir2 e pelo
seu papel na regulacdo de processos metabdlicos e do ciclo celular, na resposta ao estresse

oxidativo e no envelhecimento (HALL et al., 2013; MICHAN; SINCLAIR, 2007). Essa enzima é
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encontrada no compartimento nuclear de células hepdticas, pancredticas, musculares, cardiacas,
adipdcitos e neurdnios. Sua ativagdo se d4 pelos elevados niveis da razio NAD"/ NADH, um
indicador chave do consumo de oxigénio e, por conseguinte, da baixa disponibilidade de energia
(NOGUEIRAS et al., 2012). Pela catélise de reagdes envolvidas com a remogado de grupos acetil
de residuos de lisina de proteinas como fatores de transcricdo, que induzem processos
catabdlicos, essa enzima coordena o aumento do estoque energético nas células, garantindo a

homeostase (Figura 4).
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Figura 5. Papéis metabdlicos de SIRT1 nos tecidos periféricos e no sistema nervoso central
(NOGUEIRAS el al., 2012).

Investigagdes em modelos animais demonstraram que camundongos transgénicos idosos, com
expressado moderada de SIRT1 apresentavam melhor estado geral de satde, diminuicdo na
expressdo de genes relacionados a fendtipos do envelhecimento e menor incidéncia de
carcinomas e sarcomas espontineos (HERRANZ et al., 2010). Similarmente, linhagens de
camundongos Sirt-1tg, num modelo de doenca cardiaca, mostraram redug¢do nos niveis de
marcadores do envelhecimento e da hipertrofia cardiaca, bem como resisténcia ao estresse

satisfatéria (ALCENDOR et al., 2007).
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Considerando que SIRT1 é uma guardia do tempo de vida sauddvel de mamiferos em contextos
diversos de doencas, variantes genéticas do SIRTI como o SNP rs2273773 C/T tém sido

investigadas no contexto da longevidade, sendo uma area de grande interesse e questionamentos.

Figarska, Von and Boezen (2013) examinaram a associacdo entre a frequéncia de genétipos do
SNP 152273773 e o tempo de vida de 1390 individuos dinamarqueses (49,4 — 61,8 anos), mas nao
encontraram resultados positivos. Estudos prospectivos desenvolvidos por Kuningas et al. (2007)
e Flachsbart et al. (2006) também ndo constataram associa¢do dessa variante com a longevidade
numa amostra de cerca de 1000 caucasianos muito idosos. No entanto, o primeiro grupo de
pesquisadores observou que SIRTI pode estar relacionado a funcdo cognitiva satisfatdria.
Achados similares foram descritos por Soerensen et al. (2013), que estudaram genes candidatos a

longevidade numa populacio de caucasianos.

Ha poucos trabalhos sobre o estudo de SNPs do SIRT! e tempo de vida em humanos. Durante os
ultimos anos, os achados mostraram, em grande parte, uma relacdo dessas variantes com
fendtipos associados ao metabolismo e morbidades do envelhecimento (LAM et al., 2013;
NOGUEIRAS et al., 2012). Han et al. (2015) mostrou que variagdes genéticas de SIRTI estdao
associadas com o perfil lipidico de idosos, mas ndo com a longevidade. Uma relacdo entre
variantes polimorficas desse gene, aumento do risco para desenvolvimento de diabetes, redugdo
da sensibilidade 2 insulina e Indice de Massa Corporal foi observada numa populagdo de indianos
(DONG et al.,, 2011). Em outro estudo, idosos portadores do gendtipo CT (rs2273773)
apresentavam niveis superiores de SIRT1, indicando protecdo relativa ao alelo C. Mas, a0 mesmo

tempo, um maior indice de estresse oxidativo foi observado nesse grupo (KILIC et al., 2015).

No entanto, o exposto acima nio exclui a possibilidade de que variantes polimoérficas de
moduladores de SIRTI ou substratos de sua proteina possam desempenhar um papel critico na
extensdo do tempo de vida em humanos. Para atestar essa hip6tese, modelos experimentais que
sejam capazes de manter as concentragdes de NAD" em niveis elevados, como aqueles de
inducdo de restricdo caldrica, tém sido conduzidos e mostrado consequéncias do aumento de

SIRT1 sobre fendtipos relacionados as DRIs, em diferentes tecidos, com aumento no tempo de
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vida e melhor atividade de Sir2 em organismos inferiores, bem como efeitos positivos sobre a

saide humana (LIN et al., 2000; RIBARIC, 2012).

2.6 Estresse Oxidativo, Malondialdeido e o0 Tempo de vida humano

A relacdo inversa entre aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e tempo maximo
de vida tem sido demonstrada em diversos estudos, sendo esse evento uma das principais causas
do envelhecimento e das doencas que o acompanham (DATO et al, 2013; SOHAL;
WEINDRUCH, 1996).

Desde a década de 50, a Teoria das espécies reativas de oxigénio do Envelhecimento tem
postulado que esse processo se da, parcialmente, pelo dano oxidativo celular e molecular,
oriundos da exposicao cumulativa as EROs (HARMAN, 1956). Conforme descrito previamente,
o estresse oxidativo € resultante do desequilibrio entre os estados pré-oxidante e antioxidante e as
EROs, seus produtos, sdo substancialmente instdveis e podem reagir com DNA, proteinas e

lipideos.

Desses alvos bioldgicos, os lipideos € o processo de peroxidagdo lipidica tém sido os mais
abrangentemente estudados. A presenca abundante de fosfolipideos nas membranas celulares, e
em sitios de produgdo de espécies reativas de oxigénio, tornam-nos alvos endégenos facilmente
acessiveis e rapidamente afetados (DE ZWART et al., 1999). Em especial, 4cidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) sdo extremamente suscetiveis a reacdes com as EROs, gerando
peréxidos de lipideos. Esse processo, denominado peroxidagdo lipidica pode alterar a fluidez e
plasticidade da membrana de diversas células como neurdnios, cardiacas e musculares, e
ocasionar dano a sua integridade (PRATIC(), 2000). Geralmente, a sensibilidade dos acidos

graxos a oxidacdo aumenta exponencialmente em funcdo do nimero de duplas ligacdes em sua

molécula, as quais sdo propensas ao ataque (BIELSKI; ARUDI; SUTHERLAND, 1983).
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Nesse processo autooxidativo, as EROs, principalmente o radical hidroxila (OH'), reagem com os
acidos graxos poliinsaturados (LH), formando radicais livres de 4cidos graxos (L), os quais
reagem, espontaneamente, com o oxigénio, produzindo o perdxiradical do dcido graxo (LOO).
Este dltimo pode abstrair um dtomo de hidrogénio de uma outra molécula de 4cido graxo,
formando hidroperéxidos de lipideo (LOOH) e um novo radical, o qual propicia uma reagdo em
cadeia. Os hidroperéxidos podem sofrer reacdes de decomposicdo e ser convertidos em produtos
secunddrios, de baixo peso molecular, como 4-hidroxi-2-nonenal, acroleina e propanodial ou
malondialdeido — MDA. (Figura 3) (AUGUSTO, 2006; DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI,
2005).
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Figura 6. Etapas da Peroxidacdo Lipidica (Modificado de Augusto, 2000).

Esses compostos bioativos tém recebido particular atencdo porque podem propagar e amplificar a
injuria oxidativa, j4 que sdo relativamente estdveis, com notdvel meia-vida e difundem-se
facilmente pela membrana, atingindo sitios diferentes daquele de origem (NEGRE-SALVAYRE
et al., 2008). Além disso, sdo detectados em tecidos bioldgicos e t€ém a capacidade de reagir com
acidos nucléicos e proteinas, alterando mecanismos envolvidos com a funcionalidade celular
(DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). Investigagdes in vitro e in vivo demonstraram a
presenca desses produtos secunddrios em diversos modelos de condigdes patoldgicas que
acompanham o envelhecimento (MOREAU et al., 2005; PAMPLONA et al., 2005; UCHIDA,
2000).
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Malondialdeido é o biomarcador mais explorado para monitorar a oxidagdo lipidica, bem como o
envelhecimento per si ou sauddvel. Esse composto carbonilico € derivado da endociclizagao dos
acidos graxos linoléico, linolénico e docosaexandico, pode ser encontrado em suas formas livre
ou ligada a grupos sufidrila ou amino de moléculas e sua medida no plasma constitui um reflexo
do estado sist€émico (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLER, 1991; MUTLU-TURKOGLU et al.,
2003).

Diversas metodologias vém sendo desenvolvidas para quantificar MDA em amostras bioldgicas.
O método comumente utilizado € o Ensaio de TBARS (substancias reativas ao 4cido
tiobarbitudrico), introduzido por Yagi et al. (1976), que permite a leitura de um cromégeno réseo
por espectrofotocolorimetria, em amostras de plasma. No entanto, por considerar interferentes na

medida, esse teste € inespecifico (STEGHENS et al., 2001).

Em contraste a essa limitacdo, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizada para
identificar e quantificar malondialdeido é mais especifica, reproduzivel e confidvel. Com
frequéncia, utiliza-se agentes derivatizantes, como 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), para tornar
a identificacdo do MDA mais precisa e detector espectrofotométrico com arranjo de diiodos
(DAD), aumentando a seletividade. Nessa perspectiva, o estudo de Antunes et al. (2008)
desenvolveu e validou uma metodologia para quantificacdo do MDA plasmético por CLAE, em
individuos de 20 a 40 anos, brasileiros, empregando hidrélise alcalina, precipitacdo dcida, DNPH

e DAD. Os niveis desse composto carbonilico variaram de 2,93 a 3,69 pmol/l de plasma.

Nielsen et al. (1997) consideraram esse teste e critérios semelhantes para andlise do MDA em
plasma humano de individuos dinamarqueses, de 20 a 79 anos, e encontraram valores de 1,19 a
1,76 pmol/l de MDA no plasma para idosos, de 69 a 79 anos. Belenguer Varea et al. (2015),
admitindo CLAE como procedimento, observaram numa amostra de 59 individuos que
nonagendrios e centendrios apresentaram niveis inferiores de MDA (1,44 + 0,45 umol/l) em
relac@o aos controles, com 70 a 80 anos (1,84 + 0,59 pmol/l). Estudos mostraram que individuos
longevos, possivelmente, apresentam sinais genéticos de protecdo, envolvidos com melhor

resposta antioxidante (LABAT-ROBERT; ROBERT, 2014; MECOCCI et al., 2000).
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2.7 Integridade genomica, Envelhecimento e Longevidade

A molécula de DNA exerce um papel critico na manutengdo da homeostase e sobrevivéncia dos
seres vivos, pois estd envolvida com a sintese de componentes celulares, ciclo celular e suas vias
de sinalizacdo, apoptose, estabilidade gendmica e senescéncia (LOMBARD et al., 2005). Assim,
o estudo de possiveis danos a sua molécula, cumulativos e relacionados a idade, merece especial
atencdo e tém evidenciado sua associagdo com o envelhecimento e aumento da morbimortalidade

(SOARES etal., 2014).

Sabe-se que, além dos danos oxidativos diretos a macromoléculas, o aumento dramatico das
EROs, acompanhado de deficiente sistema antioxidante, pode gerar produtos secunddrios
genotéxicos como o malondialdeido, além de influenciar nos mecanismos de reparo do DNA

(WILSON; BOHR; MCKINNON, 2008).

As espécies reativas de oxigénio podem acarretar ligacdes cruzadas DNA-proteinas, danos a
estrutura fosfato-desoxirribose, bem como modificacdes quimicas especificas, nas bases purinicas
e pirimidicas, o que possivelmente, resulta em mutacOes, quebra das ligacdes das bases
nitrogenadas ou das fitas do DNA (DE ZWART et al., 1999; DIZDAROGLU, 1991). Ainda, o
composto carbonilico MDA, produto da peroxidacao lipidica, pode formar adutos ou ligacdes

covalentes com as bases nitrogenadas do dcido desoxirribonucléico (MARNETT, 1999).

Os niveis e extensao das lesdes oxidativas ao DNA em fluidos bioldgicos, como plasma, e tecidos
tém sido considerados biomarcadores confidveis. Dentre as diversas propostas, o Ensaio do
Cometa apresenta-se como uma das técnicas mais simples e difundidas para estudos

genotoxicoldgicos em eucariontes (NERI et al., 2015).

O Ensaio do Cometa ou SCGE Assay (“Single Cell Gel Eletrophoresis”), uma eletroforese de
células individualizadas, foi descrito pela primeira vez por Ostling e Johanson (1984), é rdpido,
econdmico, sensivel, requer poucas células para andlise e avalia danos gendmicos que, apds

serem processados, podem culminar em mutacdes. Ele combina técnicas bioquimicas, para
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detectar quebras de fitas simples, sitios dlcali-ldbeis, sitios abasicos, excisdo de sitios incompletos
de reparo, quebras de dupla-fita e ligagdes cruzadas, com a abordagem tipica de andlise de células

da citogenética (COLLINS, 2004; SINGH et al., 1989; TICE et al., 2000).

Nesse teste, uma suspensao celular € misturada a agarose e sofre lise por meio da acdo de um
detergente e concentragOes salinas elevadas. As membranas celulares sofrem lise, histonas sdo
extraidas e o material genético, maior, mais pesado e aderido a matriz nuclear residual, preenche
o espacgo do gel, numa estrutura semelhante ao nicleo, chamada de nucle6ide. Quando sujeito ao
campo eletroforético, o DNA migra, em funcio da extensdo do dano, em direcdo ao anodo, com
uma aparéncia de um cometa, que pode ser visualizado em microscopio de fluorescéncia e
classificado de acordo com os fragmentos, comprimento e intensidade da cauda (Figura 7)

(COLLINS, 2004; FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEILL, 1995).

Figura 7. Classes de Cometa que podem ser encontradas na andlise: (a) Classe 0; (b) Classe 1; (c) Classe
2; (d) Classe 3. Aumento 1000x. (KOBAY ASHI et al., 1995).

Estudos sobre danos a integridade do DNA em populacdes longevas ainda sdao escassos, mas, por
meio do Ensaio do Cometa, vém demonstrando que os indices de lesdes gendmicas no grupo que
atinge oitenta e cinco anos ou mais sdo maiores ou iguais aqueles de individuos idosos mais
jovens. Hyland et al. (2002) investigaram os niveis de dano ao DNA em 21 nonagendrios e 5
controles e ndo observaram diferengas nos resultados da integridade desse material em relacao
aos controles com idade média de 40,7 anos. No entanto, os longevos apresentaram capacidade
antioxidante superior. Chevanne et al., nos anos de 2003 e 2007, mostraram que os indices de
dano ao DNA em individuos muito idosos foram similares em relagdo aqueles mais jovens (18-76
anos), em estudos in vitro e in vivo. Por outro lado, num estudo envolvendo 40 jovens, 35 idosos

e 22 idosos mais velhos, o dano ao material genético foi superior nesse ultimo grupo, mas seus
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mecanismos de reparo foram mais eficientes (HUMPHREYS et al.,, 2007). Recentemente, o
trabalho de Franzke et al. (2015) com 105 idosos institucionalizados, de 65 a 98 anos, mostrou
que o exercicio fisico ndo ocasionou aumento de lesdes gendmicas entre idosos sob treinamento
ou ndo, porém observou-se melhor capacidade antioxidante e resisténcia aos danos provocados

por perdxido de hidrogénio.

Essas possiveis respostas de resisténcia ao estresse oxidativo sugerem que o aumento do dano ao
DNA com a idade é acompanhado da melhor efici€éncia dos seus mecanismos de reparo e
antioxidantes no envelhecimento saudavel, os quais exercem papel critico na defesa de células
que sdo, rotineiramente, expostas as espécies reativas de oxigénio em sitios de inflamacdo e
defesa (FRANCESCHI et al., 2007, HUMPHREYS et al., 2007; KING et al., 1997). Esses
artificios positivos, geneticamente controlados, parecem prevenir ou, pelo menos, minimizar os

efeitos prejudiciais advindos da senescéncia.

2.8 Estratégias de promocao do envelhecimento saudavel

Apesar de o envelhecimento populacional ser amplamente reconhecido como uma das grandes
conquistas da humanidade, ele acarreta profundas implicagdes sobre as politicas publicas e

representa um dos maiores desafios da saude contemporanea (LIMA-COSTA; VERAS, 2003).

No Brasil, conforme descrito anteriormente, o grupo de idosos representa um contingente
populacional considerédvel e de crescente importancia (IBGE, 2013a). Sabe-se que as doengas que
acometem esse grupo sdo, em geral, multiplas e perduram por vérios anos, sendo o principal fator
limitante do tempo de vida, que ocasiona sofrimento humano e demandas econOmicas
(BUDOVSKY et al., 2007). Esse panorama gera um interesse expressivo em conceber medidas

que sejam capazes de retardar ou, mesmo, impedir o surgimento dessas morbidades.
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Para a Organiza¢do Mundial de Saude (2005), entender como os individuos estdo envelhecendo e
aumentar a expectativa de vida saudavel e com qualidade tornou-se meta imprescindivel para o

enfrentamento desse cendrio biodemogréfico.

Como instrumentos mais recentes de promog¢ao da saide do individuo idoso, no Brasil, hd as
diretrizes divulgadas, em 2006, pelo Pacto pela Saide e a revisdo da Politica Nacional de Saude
da Pessoa Idosa — PNSI (BRASIL, 2006a;b). A saide do idoso, a promocdo do envelhecimento

sauddvel e as pesquisas permanentes sao premissas que se destacam.

Nesse sentido, o Ministério da Sadde publicou o Plano de Acdes Estratégicas para o
Enfrentamento das Doencas Cronico-Degenerativas no Brasil, de 2011 a 2022. Esse plano visa
preparar o Brasil para enfrentar e deter, nos proximos dez anos, as DCDs, as quais correspondem
cerca de 70% das causas de mortes, por meio de desenvolvimento e implementacdo de agdes
integradas, sustentdveis e baseadas em evidéncias para sua prevencdo e controle, além de
fortalecer os servigos de satde. Esse plano define como diretrizes a promocao da saide e cuidado
integral ao idoso e considera a alimentacdo um fator de risco modificavel para as DCDs

(BRASIL, 2011).

Na perspectiva de acdes de promocdo da sadde, a utilizacdo de compostos bioativos, como
glucanas, polissacarideos produzidos por bactérias, leveduras, algas, plantas e fungos, vem se
destacando, ja que apresentam potencial biotecnolégico, sendo alvos promissores no auxilio da

prevencgdo e controle das doencgas cronico-degenerativas (RAMESH; THARANATHAN, 2003).

2.8.1 Glucanas

Glucanas sdo polimeros, amplamente distribuidos na natureza, constituidos de unidades de D-
glicopiranosideos (d-Glcp), ligados por pontes glicosidicas e classificados em dois grupos, o ou 3
-D-glucanas, de acordo com a configuragdo anomérica da cadeia principal (CHEN; SEVIOUR,

2007; SILVA et al., 2006).
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Apesar da simplicidade na composi¢do monossacaridica, uma ampla diversidade desses
polissacarideos pode ser encontrada devido ao nimero e a configuracdo do carbono anomérico
das unidades de d-Glpc, da posicao e sequéncia das ligagdes glicosidicas na cadeia, bem como da

frequéncia de ramificacdes e da conformagdo da cadeia (SYNYTSYA; NOVAK, 2013).

Esses biopolimeros sdo produzidos por bactérias, algas, plantas e fungos (MCINTOSH; STONE;
STANISICH, 2005) e as a e P-D-glucanas podem ser distinguidas pela sua propriedade
estereoquimica, sendo que ligacdes a-glicosidicas sdo formadas na posicao axial da cadeia e estdo
presentes nos polissacarideos pululana e dextrana, produzidos por fungos e bactérias. Ja as
interacdes B assumem uma posi¢io equatorial na cadeia e sdo encontradas na parede celular ou no
espacgo extracelular de fungos e leveduras como xantanas e escleroglucanas ou ainda podem ser

obtidas de cereais (BARBOSA et al., 2003; BASHARI et al., 2013; SPATAREANU et al., 2014).

Na literatura, ha poucos registros sobre a-glucanas, mas produtos naturais contendo p-glucanas
tém sido usados ha milhares de anos pelos seus beneficios a saide humana, sendo sua
identificacdo como componente ativo, somente, descrita hd poucas décadas (LUCAS et al., 1958;
SHA et al., 2000; WILLIAMS; DI LUZIO, 1980). A partir dessa descoberta, esses biopolimeros,
principalmente, de fungos, tém sido isolados e extensivamente estudados quanto as suas possiveis
aplicacdes biotecnolégicas (CHEN; SEVIOUR 2007; WASSER, 2002; ZONG; CAO, WANG,
2012).

Fungos podem produzir B-glucanas de diferentes tipos, com propriedades fisico-quimicas,
reoldgicas e bioativas peculiares, localizadas na parede celular e no meio extracelular. Essas
ultimas estdo integradas ao exterior da parede celular, formando cdpsulas ao redor da célula ou
acumulam-se em grandes quantidades, difundindo-se para o meio extracelular, sendo
denominadas de exopolissacarideos (EPS). Esses polissacarideos fungicos sdo responsdveis por
um percentual expressivo da biomassa, contribuindo com mais de 75% na constituicdo dos
polissacarideos da parede das hifas (GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996; SELBMAN et
al., 2002).



56

Os EPS estdo relacionados a processos fitotoxicos e doencas em plantas ou a interacdes planta-
patégenos, como elicitores (CORSARO et al, 1998; SELBMANN; SITNGELE;
PETRUCCIOLI, 2003). Estudos demonstraram sua participa¢do na degradacdo da lignina, como
fonte indireta de peréxido de hidrogénio, adsorcdo de enzimas excretadas, protecdo das hifas
contra desidratacdo e regulacdo da concentracdo de glicose extracelular (BUCHALA; LEISOLA,
1987; KRCMAR et al., 1999).

Na industria alimenticia, essas B-glucanas apresentam um leque amplo de aplicacdes devido as
suas propriedades espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (AHMAD et al.,

2012).

Todavia, considerando seu potencial como modificador da resposta biolégica (MRB) e utilizacao
em escala comercial, os EPS também vem ganhando aten¢@o nos ultimos anos. Além da atividade
imunoprotetora, acdes antitrombotica, antioxidante, antiviral, antinflamatoéria, antiproliferativa,
efeitos sobre fatores de risco para doencas cardiovasculares, diabetes e infec¢des tém sido
descritos para esses polissacarideos (BRANDI et al., 2011; CUNHA et al., 2012; KATO et al.,
2010; MARTINICHEN-HERRERO et al.,, 2005; SOLTANIAN et al., 2009; SYNYTSYA;
NOVAK, 2013 ;WANG et al., 2010). Ao lado dessas caracteristicas, esses biopolimeros sdo
secretados no meio de crescimento, com ficil recuperagdo por meio de precipitacdo alcodlica,
seguida de purificacdo e caracterizacdo quimica e ndo sdo suscetiveis a alteragdes climéticas,
contamina¢do oceanica ou a adversidades da colheita, como no caso daqueles de origem vegetal

ou marinha (CHEN; SEVIOUR, 2007; VASCONCELOS et al., 2013).

Essas inlimeras atividades bioldgicas resultam numa infinidade de aplica¢des para esses EPS nos

setores alimenticio, de cosméticos, farmacéutico e biomédico.
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2.8.2 Exopolissacarideo Botriosferana

O fungo ascomiceto e lignolitico, Botryosphaeria rhodina MAMB-05, foi isolado do cancro de
eucalipto e produz um exopolissacarideo descrito como uma B-D-glucana (BARBOSA;

DEKKER; HARDY, 1996; DEKKER; BARBOSA, 2001).

Posteriormente, Barbosa et al. (2003) caracterizaram esse polimero, estruturalmente, como um
EPS ((1—3;1—6)-B-D-glucana), o qual foi denominado botriosferana. Esse polissacarideo €
constituido de uma cadeia principal, linear, de residuos de glicose (homopolimero), unidos por
ligacdes glicosidicas do tipo f(1—3), com ramifica¢des de glicose e gentiobiose (duas moléculas
de glicose), a cada cinco residuos de carbono da cadeia, por ligacdes do tipo f(1—6). A estrutura

quimica dessa -glucana esté representada na figura 8.
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Figura 8. Estrutura quimica da (1—3;1—6)-f-D-glucana do exopolissacarideo botriosferana (BARBOSA
et al., 2003).

Muitos microorganismos produzem esses polissacarideos em resposta a fatores ambientais, como
fonte de carbono, a qual determina a quantidade e qualidade do EPS obtido (ROSADO et al.,
2003). Ao avaliar as possiveis fontes de carbono para a produgdo de botriosferana, Steluti et al.
(2004) observaram que Botryosphaeria rhodina sintetizou esse EPS na maioria dos mondmeros e
dimeros de carboidratos utilizados (glicose, frutose, galactose, manose, sorbitol, lactose, sacarose,
sacarose comercial e melaco de cana-de-acucar). No entanto, sacarose comercial foi a melhor

fonte de carbono, com maior producao de botriosferana. Além disso, a utilizagdo dessa matéria-
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prima na composi¢do do meio de cultivo mostra-se bastante vidvel, considerando seu custo e facil

acesso, bem como a producdo em escala comercial desse EPS.

Além disso, esse homopolimero apresenta considerdvel solubilidade em 4gua, sendo capaz de
formar géis ou solugdes viscosas, o que favorece sua utilizacdo nas industrias alimenticia,

farmacéutica e quimica (NOVAK; VETVICKA, 2008; KAGIMURA et al., 2015).

Diversos estudos tém demonstrado a bioatividade desse EPS, o que o insere no grupo de
compostos modificadores da resposta biolégica. Miranda et al. (2008) mostrararam que o
botriosferana nao foi mutagénico e exerceu efeito quimioprotetor em ensaio in vivo. Em trabalho
desenvolvido com ratos Sprague-Dawley e células de macréfagos RAW?264.7, verificou-se uma
potente atividade imunomodulatéria desse biopolimero (WENG et al., 2011). Com relagdo a
possivel atividade sobre pardmetros bioquimicos, Miranda-Nantes et al. (2011) encontraram um
efeito hipoglicemiante considerdvel desse polissacarideo em ensaio in vivo, de inducdo de
diabetes. Mais recentemente, foram confirmadas suas atividades antioxidante, antiproliferativa e
pro-apoptdtica em ensaios in vitro com células MCF-7 de cancer de mama e Jurkat de linfocitos

humanos leucémicas (GIESE et al., 2015; MALINI et al., 2015; QUEIROZ et al., 2015).

Os mecanismos envolvidos nas respostas bioldgicas de B-glucanas ainda ndo foram totalmente
elucidados. Em ensaios in vivo, acredita-se que ocorra uma cascata de eventos com ativacdo de
macré6fagos e seus receptores, seguida da ativagdo de vias de sinaliza¢io para expressdo de genes
que regulam apoptose durante a proliferacdo e invasdo celular (NOVAK; VETVICKA, 2009).
Além disso, em vertebrados, a modulacao do sistema imune por esses EPS se da pelo seu contato
com receptores € sua habilidade de ativar leucdcitos e ocasionar um estado pré-inflamatdrio

(SYNYTSYA; NOVAK, 2013).

Essas B-glucanas fungicas tém sido usadas pelas medicinas japonesa e chinesa, tradicionalmente
e h4d milénios, para o tratamento de doencas cronico-degenerativas como diabetes, doengas
neurodegenerativas e cardiovasculares, bem como para aumentar o tempo de vida (BORCHERS
et al,, 1999; ZONG; CAO; WANG, 2012). Sua efetividade, possiveis vias bioldgicas e/ou

fisioldgicas também t€m sido discutidas. Acredita-se que seus efeitos antihiperlipidémico e
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antihiperglicemiante estejam relacionados a sua capacidade de interferir na absorcdo, em nivel
intestinal, do colesterol e glicose, como principais constituintes de fibras dietéticas, de estimular a
producdo de 4cidos biliares e influenciar na sintese do hormonio insulina (CASTRO;
TIRAPEGUI; BENEDICTO, 2003; EL KHOURY et al.,, 2012). Nesse caso, parece que a
bioatividade desses polimeros estd relacionada a sua estrutura molecular, incluindo a constituicdo
em monossacarideos, ligacdes glicosidicas na cadeia principal e grau de ramificagdes (FREITAS

et al., 2009; NOVAK, VETVICKA, 2008).

Apesar do vasto interesse e das pesquisas ja realizadas pelo nosso grupo, hd muito ainda a ser
explorado quanto ao potencial terapéutico e aplicacdes biotecnoldgicas do EPS ((1—3;1—6)-p-
D-glucana). Até o presente, as investigagdes foram realizadas em ensaios in vitro ou com
murinos adultos. Estudos que se propdem a investigar o efeito (anti)citogenotoxico € a
bioatividade do botriosferana em camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas, jovens
e idosos, submetidos a tratamento subcronico e em modelo animal com ablacdo génica, de
doenca cronico-degenerativa sao importantes devido ao seu papel na ampliacdo do conhecimento
cientifico e do potencial biotecnolégico dessa biomacromolécula. Os dados gerados poderdao
auxiliar no incremento da avaliacdo da sua seguranca quanto a citogenotoxicidade, em fases
diferentes do ciclo de vida, e fornecer subsidios para registro de patente de novo ingrediente
alimentar ou produto com fins biotecnolégicos, sendo adjuvante na prevencao ou tratamento de

doengas que acompanham o envelhecimento.

2.9 Ensaios com Animais

Apesar do progresso observado no uso de métodos alternativos, como ensaios in vitro, modelos
experimentais com animais continuam sendo dignos de mérito, principalmente, por oferecerem
informagdes de forma ampla sobre todo o organismo (CHIA et al., 2005; RIBEIRO; CAMPOS;
TIRAPEGUI, 1995).

Dentre os modelos in vivo, a utilizacdo de camundongos, observando-se os preceitos éticos, vem

se destacando desde o inicio do século XX. A escolha, em pesquisas cientificas, por esse murino
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se d4 em fungdo do seu pequeno porte, de ser muito prolifero, ter curto periodo de gestacdo, da
facil domesticacdo e manutencdo (SANTOS, 2002a;b). Além disso, possui quantidade
considerdvel de protocolos experimentais ja estabelecidos e compde uma infinidade de modelos

existentes (LEON, 2005).

Murinos sdo também os animais de escolha para se avaliar o potencial genotoxico de agentes com
aplicacdes biotecnoldgicas, como o botriosferana, uma vez que ensaios prévios para avaliacao e
aprovacao de novos produtos, com o uso de roedores, sdo preconizados pelos principais 6rgaos

regulamentadores (ANVISA, 2013a;b; CSGMT, 1988).

De acordo com Richardson et al. (2016), quanto as investigacdes na biogerontologia,
camundongos constituem o modelo mamifero de escolha. Além das caracteristicas descritas
acima, esses animais sdo interessantes para se estudar o envelhecimento e doencas que o
acompanham, devido a sua relativa facilidade de manipulacdo genética, baixo custo e tempo de

vida curto.

Segundo esse mesmo autor, as caracteristicas genéticas € o sexo podem ter um efeito significativo
sobre o envelhecimento, bem como sobre as funcdes fisioldgicas e doengas. Dessa maneira, €
imperativo que os estudos sejam realizados em animais de ambos os sexos, com heterogeneidade

geénica, e, se possivel, também em linhagens isogénicas.

2.9.1 Avaliacao de mutagenicidade e antimutagenicidade

Conforme descrito anteriormente, exopolissacarideos como as B-D-glucanas tém despertado
grande interesse devido as suas propriedades tecnoldgicas e atividades biologicas. Em relacdo ao
botriosferana, estudos envolvendo sua eficicia como composto bioativo e sua seguranca
toxicolégica vém sendo desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa. Apesar de extensivamente
estudado, seus potenciais mutagénico, citotoxico e antimutagénico em ensaio in vivo, com

animais jovens e idosos, ainda ndo foram explorados.
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Segundo Agéncias Reguladoras, nacionais e internacionais, a avaliacdo do perigo genotéxico de
compostos com potencial terapéutico é uma etapa importante de estudos de seguranca pré-

clinicos (ANVISA, 2013a;b; SAWANT; FIELDEN; BLACK, 2014).

O dano ao DNA pode se manifestar de varias formas, como mutacdes de ponto, quebras de fitas
duplas ou simples, formacdo de adutos e por eventos de recombinacdo (KIRSCH-VOLDERS et
al., 2002). Uma bateria de testes, in vitro e in vivo, tem sido adotada pela Genética Toxicoldgica

para avaliar o potencial de mutagenicidade de novos agentes bioativos (OECD, 1997).

Dentre esses ensaios, o Teste do Micronucleo in vivo t€ém sido amplamente aceito e recomendado
na investigacdo de agentes clastogénicos, que quebram cromossomos, € aneugénicos, 0S quais
induzem aneuploidias ou segregacdo cromossdmica anormal (MACGREGOR et al., 1987;
KRISHNA; HAYASHI, 2000). Nesse teste, avalia-se a formac¢do de microndcleos (MN) em
amostras de eritrocitos da medula 6ssea ou de sangue periférico de roedores, o qual é
especialmente relevante por ser rdpido, de baixo custo, sensivel e considerar processos como
metabolismo da substancia-teste, sua farmacocinética e reparo do DNA, que estdo ativos e
contribuem com respostas distintas (OECD, 1997; KRISHNA; HAYASHI, 2000; TWEATS et
al., 2007).

A proposta inicial para esse teste citogenético foi desenvolvida no final do século XX, sendo os
micronicleos chamados de “corpos de Howell-Jolly” (SCHMID, 1975; SEARS; UDDEN, 2011).
Subsequentemente, Heddle et al. (1983) modificaram o método, desde seu delineamento e
protocolos a andlise estatistica, e atestaram que o micronicleo era um biomarcador sensivel de

genotoxicidade.

Os MN sdo uma pequena massa de cromatina ou corpos nucleares mintsculos, separados do
nucleo principal, na fase da tel6fase, por um atraso durante a migragc@o para os polos da célula, na
andfase da divisao celular, originados de fragmentos cromossdmicos acéntricos, advindos de
quebras cromossdmicas ou de cromossomos inteiros (Figura 9). Especificamente, durante o
processo de eritropoiese, o nicleo principal € expulso de um eritroblasto e o MN, um fragmento

Ou 0 cromossomo inteiro permanece no citoplasma, envolto pela membrana nuclear, no eritrécito
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imaturo e pode ser visualizado por meio de andlise citolégica (SEDELNIKOVA et al., 2007;
FENECH et al., 2011).

Cell exposed to genotoxic agents Micronuchzi formation

Micrenucleus

Cell division

Figura 9. Formacdo de micronucleos em células expostas a agentes genotoxicos (LUZHNA; KATHIRIA;
KOVALCHUK, 2013).

De acordo com Ribeiro (2003), durante a andlise em medula dssea, o efeito do agente
potencialmente téxico € observado nessas células imaturas, chamados de eritrocitos
policrométicos anucleados (PCE), que possuem meia-vida relativamente curta, de até vinte e
quatro horas, o que garante que a deteccdo de quaisquer micronicleos gerados seja resultado de
danos cromossomicos induzidos recentemente. Os MN sdo facilmente identificaveis, sendo sua
distribuicao bem definida e os PCE ainda contém acido ribonucléico (RNA) e coram-se de azul
na presenca de eosina azul de metileno seguimento Leishman. Eritrécitos normocromaticos
(NCE), maduros, sao também identificados com colora¢io résea, quando o mesmo corante estd

presente, ja que ndo mais possuem RNA, e sim, hemoglobina, em maior propor¢ao (KRISHINA;

HAYASHI, 2000). Ao final, é possivel estimar o potencial mutagénico da substancia-teste pelo
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computo de PCE e MN, entre materiais de controles e tratamentos, e com a razio PCE:

(PCE+NCE), sua citotoxicidade.

Em camundongos, esses ensaios, de toxicidade subcronica ou cronica, podem ser realizados
também em sangue periférico, por meio da andlise de microntcleos em NCE, ji que o bago
desses animais ndo remove da circulagdo sanguinea os eritrécitos com micronicleos. Esse
aspecto € oportuno porque mais de uma amostra de um mesmo animal pode ser obtida, sem a
necessidade de eutandsia, o que permite avaliar o perfil de freqii€éncia de micronucleos ao longo
de um tratamento (CSGMT, 1992; SCHLEGEL; MACGREGOR, 1982). Hayashi et al. (1990)
reportaram o Teste do microndcleo em sangue periférico, empregando a coloragcdo laranja de
acridina. Esse corante fluorescente flui, rapidamente, pelo citoplasma, através da membrana
celular, e liga-se ao DNA e RNA, com alta afinidade (BENVIN et al., 2007). Entretanto, possui a
propriedade de se intercalar ao DNA, emitindo fluorescéncia amarela, o que ndao é observado
quando da sua ligacio ao RNA, gerando fluorescéncia vermelha. Essa capacidade distinta
possibilita a identificagdo dos eritrécitos normocromaéticos, ricos em RNA, e os micronticleos,

com DNA em sua constitui¢do.

Embora possam ser originados espontaneamente, a indu¢ido de micronticleos pode ser ocasionada
quando da utilizacdo de agentes que produzam um aumento substancial, confidvel e detectado
pela sua freqiiéncia, superior aos modestos niveis, encontrados normalmente (OECD, 1997).
Essas substancias s3o administradas aos controles positivos durante os testes, sendo a
ciclofosfamida um dos agentes escolhidos para esse fim. A ciclofosfamida, utilizada como um
antineopldsico, ¢ um agente alquilante do tipo mostarda nitrogenada, que interfere na sintese do
DNA, sendo sua principal a¢do farmacoldgica relacionada a ligacdo, de forma covalente, a
compostos nucleofilicos, de células em divisdo. Esse processo de alquilagdo gera efeitos

clastogénicos significativos (COLVIN, 1999; KADAM; MOHADIK; BOTHARA, 2007).

Além de explorar o perigo genotoxico de um composto bioativo, € possivel também avaliar o seu
potencial antimutagénico ou quimioprotetor, pelo Ensaio do Micronidcleo. Nessa proposi¢do, os
tratamentos com os agentes mutagénico e antimutagénico podem ocorrer de forma simultanea,

prévia ou posterior a indugdo do dano a0 DNA (ANTUNES; ARAUJO, 2000).
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O termo “antimutagénico” foi empregado, pela primeira vez, por Novick e Szilard, em 1952, e
representa a caracteristica peculiar de agentes que reduzem a frequéncia de mutagdes espontaneas
ou induzidas, independente do mecanismo envolvido (VON BORSTEL; DRAKE; LOEB, 1996).
Dois mecanismos para esses agentes protetores sdo propostos: a desmutagénese e a
bioantimutagénese. No primeiro, os agentes antimutagénicos sdo capazes de inativar, por acdo
direta, os compostos que induzem mutagdes, quimica ou enzimaticamente, inibindo a ativacao
metabodlica de pré-mutdgenos ou pelo seqiiestro de moléculas reativas. Na bioantimutagénese, os
agentes protetores atuam sobre o processo que acarreta a inducdo de mutagdes, como
moduladores do reparo e replicagdo do DNA (FERGUSON, 1994; KADA; MORITA; INOUE,
1978; WATERS et al., 1996).

Estudos demonstraram que [B-D-glucanas apresentam atividades antitumoral, anticangerina e
atiinflamatéria, o que as torna agentes terapéuticos promissores (CHEN; SEVIOUR 2007;
MANTOVANI et al., 2008; PETRAVIC-TOMINAC et al., 2010; SURENJAV et al., 2006).
Miranda et al. (2008) verificaram, num protocolo de tratamento simultaneo, por gavage, durante
15 dias, com camundongos Swiss adultos, de ambos os sexos, que o botriosferana apresentou
atividade antimutagénica, dose-dependente, contra os efeitos clastogénicos induzidos pela
ciclofosfamida, mas ndo investigou sua citotoxicidade. Com relacdo aos possiveis mecanismos
envolvidos nesse efeito bioldgico, Giese et al. (2015) constataram que esse EPS, em ensaio in
vitro, de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogé€nio, exibiu uma elevada capacidade
antioxidante natural, bem como uma considerdvel eliminagcdo dessas espécies instiveis. Além
disso, Queiroz et al. (2015) e Malini et al. (2015) mostraram, em ensaios in vitro, com células
MCEF-7 de céancer de mama e Jurkat de linfécitos humanos leucémicas, uma atividade
antiproliferativa expressiva, bem como modulagdo génica pelo botriosferana, que lhe conferem

importante propriedade biomodulatdria no tratamento do cancer.

Nesse sentido, essa (1—3;1—6)-B-D-glucana poderd proteger as células contra os efeitos
produzidos por agentes genotdxicos, possibilitando, no futuro, a redug@o na incidéncia do risco

de cancer e de outras doencas cronico-degenerativas que acometem a populacao idosa.
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Sabe-se que o processo de envelhecimento e as DCDs sdo acompanhados e/ou ocasionados pelo
aumento dos danos oxidativos as células e ao material genético (KOHEN; NISKA 2002; DATO
et al., 2013). O Teste do Micronicleo tem sido considerado um dos principais marcadores da
instabilidade gendmica (LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013), sendo possivel, através
de parametros como antimutagenicidade e anticitotoxicidade, em ensaios com murinos idosos,
estabelecer estratégias inovadoras e promissoras no uso de biomoléculas como o botriosferana

para amenizar os efeitos dessas lesdes oxidativas.

Alcancados os resultados satisfatérios quanto a seguranca citogenotdxica do exopolissacarideo
botriosferana, estudos envolvendo sua eficdcia no que tange a prevencao e tratamento de doengas
cronico-degenerativas, como as cardiovasculares, sdo de extrema relevancia, haja vista seu
impacto sobre os custos dos Sistemas de Satde, na qualidade e tempo de vida da populagdo

mundial.

2.9.2 Modelo Animal para Aterosclerose

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas a principal causa de morte no mundo,
sendo responsaveis por mais de 17,3 milhdes de 6bitos, anualmente (WHO, 2011). Em 2011, no
Brasil, 335.213 individuos morreram por DCV, sendo 37,17% relativos aqueles com sessenta
anos ou mais. Ademais, a essas doencgas foi atribuida a segunda causa de internacdes, perfazendo

30% das mesmas (DATASUS, 2011).

A aterosclerose ¢ uma doenga degenerativa cronica, concebida como a causa primdria de outras
doencas cardiovasculares, como acidente vascular encefdlico e doenca isquémica do coragdo,
dada em decorréncia da agressdo endotelial que acomete, principalmente, a camada intima de
artérias de médio e grosso calibre (HOOG et al., 1993; LUSIS, 2000). O processo aterosclerético
¢ progressivo e lento, caracterizando-se pelo acimulo de lipideos, células inflamatérias e
elementos fibrosos, sendo sua etiologia multifatorial com a combinacdo de fatores genéticos,

ambientais e tempo de vida (HACKAM; ANAND, 2003; LIBBY, 2002).
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A hipoétese de que a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), que transporta 65% do colesterol
na corrente sanguinea, € aquela que desempenha papel relevante na patogénese da aterosclerose,
em relacdo a outras (lipoproteinas de densidade intermedidria -IDL, de muito baixa densidade -
VLDL ou quilomicrons), ¢ uma das mais aceitas. A agressao endotelial, dada por diversos fatores
como pela hipercolesterolemia, causada pelo maior aporte de colesterol pela dieta ou por
variantes genéticas que acarretam diminuic¢do/alteracio dos receptores de LDL, aumenta as
concentragdes plasmdticas de LDL-c. A disfun¢do endotelial aumenta a permeabilidade da
camada intima dos vasos a lipoproteinas, favorecendo sua retencdo no espaco subendotelial. A
LDL-c € oxidada por espécies reativas de oxigénio, torna-se imunogénica € uma lesdo no
endotélio é formada. No endotélio, moléculas de adesdo passam a ser expressas e mediadores de
resposta inflamatdria sdo produzidos, com a presenca de macrdéfagos, repletos de lipideos,
formando as estrias gordurosas, lesdes macroscopicas, e linfocitos T, que produzem citocinas
(HANSSON, 2005; O’BRIEN; NGUYEN, 1997; ROSS, 1999; STEINBERG et al., 1989). A
atividade inflamatdria intensa, acompanhada de material consideravelmente trombogénico, pode
culminar na formag¢do de um trombo subjacente, um processo chamado de aterotrombose,

responsavel por algumas das manifestagdes clinicas da aterosclerose (XAVIER et al., 2013).

A formacido da les@o aterosclerdstica € um processo lento, progressivo e pode levar décadas para
evoluir em humanos (GOTTLIEB; BONARDI; MORIGUCHI, 2005). Todavia, modelos murinos
foram estabelecidos e vem sendo amplamente utilizados. O processo patologico € bastante
similar, ocorre em curto periodo de tempo e os modelos experimentais destacam-se pelo ficil
manuseio, reproducdo e disponibilidade de linhagens isogénicas (VANDERLAAN; REARDON;
GETZ, 2004; VASQUEZ et al., 2012).

Na década de 90, a engenharia genética desenvolveu camundongos admitidos como modelos para
estudo de hipercolesterolemia experimental. Ishibashi et al. (1993) reproduziram o fendtipo da
hipercolesterolemia familiar, por meio do emprego da técnica de recombinacdo homdloga em
células embriondrias, produzindo camundongos com o gene do receptor de LDL inativado (LDLr
). A delecdo génica, alelo-especifica, gerou camundongos knockout com niveis plasmaticos de
colesterol duas vezes maior que o observado entre os selvagens ou controles (C57BL/6 —

linhagem isogénica background), em virtude do aumento das lipoproteinas aterogénicas LDL e
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IDL. No entanto, o desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas tornou-se mais expressivo
quando esses animais foram alimentados com dieta aterog€nica, com elevado conteido de
gordura saturada e colesterol, também chamada de Western-type (semelhante a dieta ocidental,

com contribui¢cdo expressiva de lipideos).

De acordo com Bergman e Ader (2000), hd& uma relacdo expressiva entre distirbios do
metabolismo lipidico e resisténcia a insulina. Assim, modelos experimentais, com células [-
pancredticas isoladas de camundongos e ilhotas humanas, demonstraram que as LDL oxidadas
exercem papel relevante na patogénese da resisténcia insulinica, prejudicando a sobrevivéncia e
funcdo secretora das células beta (ROEHRICH et al., 2003; RUTTI et al., 2009). No estudo de
Bonfleur et al. (2010), camundongos LDLr” apresentaram tolerincia 2 glicose e secrecdo de
insulina diminuidas. As ilhotas desses animais eram constituidas de conteido expressivo de
colesterol e suas mitocondrias produziam maior quantidade de espécies reativas de oxigénio. Esse
estado oxidativo favorece a transicdo de permeabilidade de membrana, o que culmina em morte
celular. A resisténcia insulinica pode também ser atribuida ao aumento do tecido adiposo
visceral, dado pela dieta hiperlipidica (KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001;
OLIVEIRA et al., 2005).

Dentre as vantagens da utilizacdo desse modelo animal, pode-se citar a semelhanca com o
fendtipo de hipercolesterolemia familiar humana, que decorre de mutacdes no gene para o
receptor de LDL; a maior parte do colesterol estar confinada na lipoproteina de baixa densidade
(LDL), o que torna o perfil lipoprotéico similar ao de humanos e o grau de dislipidemia
intermedidrio com desenvolvimento de lesdes menos avangadas em relacdo aos modelos com
ablacdo g€nica para a apolipoproteina E, a qual atua na depuracdo de quilomicrons e VLDL

remanescentes (ZADELAAR et al., 2007).

E importante ressaltar que em camundongos, a fracio responsdvel pelo maior percentual de
transporte do colesterol ndo é a LDL-c, e sim a HDL-c (Lipoproteina de alta densidade), o que
explica a resisténcia dos animais selvagens em desenvolver aterosclerose. Apesar dessa diferenca,
os camundongos possuem, em linhas gerais, o mesmo conjunto de genes que modulam nosso
metabolismo de lipideos e o perfil lipidico dos animais desenvolvidos com delecdo génica

assemelha-se ao observado em humanos, com um deslocamento das lipoproteinas plasmaticas de
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HDL-c para VLDL-c, IDL-c e LDL-c (BRESLOW, 1996; JAWIEN; NASTALEK; KORBUT,
2004).

2.9.3 Efeitos de p-glucanas sobre glicemia, perfil lipidico e ateroprotecao

Modelos animais de doencas humanas sdo de grande relevincia em estudos que buscam
investigar possiveis efeitos terapéuticos de novas entidades quimicas como o botriosferana.
Associados a essa informagdo, dados da literatura apontam que [B-glucanas sdo efetivas na
pevencdo e tratamento de diferentes condi¢des patoldgicas e suas complicacdes (KAGIMURA et

al., 2015; ZHU, DU, XU, 2016).

Os efeitos bioldgicos de [B-glucanas de cereais como a aveia foram bastante explorados
cientificamente e jd sdo regulamentados, geralmente reconhecidas como seguras (GRAS), sendo
admitidas como os constituintes predominantes de fibras soliveis com capacidade de modificar
indicadores de saide relacionados a DCDs como diabetes e hipercolesterolemia (LAZARIDOU;

BILIADERIS, 2007; LAZARIDOU et al., 2014; US FDA, 1997).

Nesse sentido, Watkins (2004) sugeriu a inser¢do de [-glucanas, na alimenta¢do, por
contribuirem na homeostase do metabolismo de colesterol e glicose, como agente coadjuvante no

tratamento da hipercolesterolemia, a qual pode culminar em outras doengas cardiovasculares.

Em leveduras, Waszkiewicz-Robak (2013), mostraram essa atividade pr6-saide quando
ofereceram [-glucana, de Saccharomyces cerevisiae, a ratos que haviam recebido dieta
hiperlipidica. Vetvicka e Vetvickova (2007), no primeiro estudo com indug¢do de
hipercolesterolemia por meio de dieta rica em gorduras, com camundongos como modelo
experimental, avaliaram a eficdcia cardioprotetora de B-glucanas isoladas de cereal, levedura e
fungo, e observaram seu efeito hipocolesterolémico. J4 London et al. (2014), analisando o
potencial antilipidémico de [-glucanas produzidas por bactérias, num ensaio envolvendo

camundongos jovens, com delecdo génica para a apoliproteina E, verificaram que aqueles com
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dieta aterogé€nica, na presenca desses biopolimeros, apresentaram reducao da hipercolesterolemia

e hipertrigliceridemia, mas nenhum efeito ateroprotetor, relativo as placas ateroscleréticas.

Como descrito anteriormente, esses biopolimeros também vém sendo isolados da parede celular
ou meio extracelular de fungos. A eficicia de uma B-glucana, extraida do corpo de frutificacdo de
Volvariella volvacea, na reducdo dos niveis de colesterol total e hepatico, LDL-c e triglicerideos
plasmdticos de ratos hipercolesterolémicos foi reportada no estudo de Cheung (1996). Além
disso, essa glucana promoveu aumento da excre¢do de dcidos biliares. Por meio de um modelo
experimental semelhante, Yang et al. (2002) também mostraram a atividade hipolipidémica de
um EPS de Auricularia polytricha. Num estudo com ratos, de indugcdo de diabetes,
polissacarideos fingicos foram capazes de diminuir os niveis plasmaticos de glicose, colesterol e
triglicerideos (KIM et al., 2005). Em 2007, Cho et al. demonstraram que EPS extraidos de
Tremella fuciformis e Phellinus baumii apresentaram efeito antihiperglicémico e
hipotrigliceridémico com suplementacio, por via oral, a camundongos durante cinqiienta e dois
dias. O exopolissacarideo isolado de Stropharia rugosoannulata também apresentou efeito
antihiperglicémico em ensaio in vivo (ZHAI et al., 2013). Em camundongos jovens, que
receberam dieta hiperlipidica, foi observada a atividade hipocolesterolémica de Ganoderma
licidum (RUBEL et al, 2011). Da mesma forma, as atividades antihiperglicémica,
antihiperlipidémica e antioxidante de polissacarideos extraidos de Catathelasma ventricosum
foram observadas em camundongos, em tratamento de trinta dias, como modelo experimental de

diabetes (LIU et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o botriosferana, na dose de 12mg/kg de peso corpoéreo,
apresentou atividade hipoglicémica, durante tratamento de quinze de dias, em ensaio de inducdo
de diabetes com ratos adultos e beneficios menos expressivos na hipercolesterolemia de ratos que

receberam dieta hiperlipidica (MIRANDA-NANTES et al., 2011).

No entanto, modelos experimentais de doenga cronico-degenerativa como a aterosclerose, com
animais idosos, explorando o potencial biotecnoldgico desse exopolissacarideo (1—3;1—6)-p-D-

glucana ainda ndo foram conduzidos.
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Assim como em animais, investigacoes com humanos também vem mostrando os beneficios da
ingestdo desses polissacarideos. Individuos hipercolesterolémicos, com idade entre 27 e 78 anos
apresentaram menores niveis plasmaticos de colesterol quando receberam trés gramas (g) de
glucanas, diariamente, como ingredientes alimentares (WANG et al., 2016). Ja entre portadores
de diabetes mellitus tipo 2, Pleurotus ostreatus também foi promissor na diminui¢do da glicemia
e melhorou de forma significativa o perfil lipidico, apds ingestdo por trés meses (AGRAWAL et
al., 2010). Criancas e adolescentes, com diagndstico de hipercolesterolemia familiar, ao inserirem
3g de B-glucanas, na forma de ingrediente de produtos alimenticios e isoladas de Sacharomyces
cerevisiae, na sua dieta, durante quatro semanas, apresentaram mudanga no seu perfil lipidico,
com reducdo nos niveis de colesterol total (22%) e lipoproteina de baixa densidade (28%) (MAKI
et al., 2003).

O registro na literatura sobre os efeitos positivos de B-glucanas a saide é consideravelmente

extenso. Todavia, ainda se discute os possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos.

Esses exopolissacarideos, quando ingeridos, passam pelo estdmago sem sofrer mudancas
quimicas ou estruturais porque sdo resistentes a meios dcidos e, no intestino, o potencial
hidrogenionico alcalino favorece a ioniza¢do dos grupos hidroxila e sua solubilidade, além de ndo
haver enzimas capazes de degradd-los (BER, 1997). Segundo Castro, Tirapegui e Benedicto
(2003), essas biomacromoléculas seriam capazes de interferir na absorcao, em nivel intestinal, do
colesterol e na producdo de acidos biliares. Chema et al. (2016) descreveram que os EPS fungicos
podem atuar como prebidticos e sua fermentacdo no célon culminaria na produgdo de édcidos
graxos de cadeia curta, os quais estdo envolvidos na regulagdo hepdtica de lipideos. J4 o efeito
hipoglicemiante estaria relacionado a diminui¢do nos niveis de transaminases hepética e
prancredtica, o que aumenta a produc¢do do hormoénio insulina (KIM et al., 2001; VETVICKA;
VETVICKOVA, 2007). El Khoury et al. (2012) também reportaram os efeitos sobre a reducdo de
parametros bioquimicos como colesterol e glicose, por B-glucanas, e os associaram a sua
habilidade, como fibra solivel, de aumentar a viscosidade no intestino, com retardo do

esvaziamento géstrico, da digestdo e absor¢do. Isso dimimui o transporte daqueles compostos até

0s enterdcitos.
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Segundo a hipétese de Kahlon e Woodruff (2003), no intestino, esses biopolimeros ligariam-se
aos acidos biliares, o que aumentaria a excre¢do dos mesmos nas fezes. Esse processo resultaria
na dimimuicao do pool de sais biliares (SB) ativos na formacao de micelas, etapa importante para
a absorcao de lipideos, e interferiria na sua sintese a partir do colesterol no figado. Dessa forma,
tanto o transporte prejudicado de colesterol para a corrente sanguinea, quanto sua mobilizacao
para produ¢do de SB promoveriam redu¢do na sua concentra¢do plasmaética. Esses achados foram
descritos também por Bobek, Ozdin e Galbav (1998), num ensaio in vivo, com inducdo de

hipercolesterolemia.

Fukushima et al. (2000) sugeriram que fibras dietéticas, principalmente, aquelas ricas em [-
glucanas, diminuiram o colesterol total sérico por aumentarem os niveis de expressao do RNA
mensageiro para o receptor de LDL hepético, em ensaio in vivo. Os resultados de Hong, Xun e
Wutong (2007) demonstraram que o efeito anitidiabético de glucanas, de Grifola frondosa, em
modelo experimental com camundongos, se deu pela sua influéncia no aumento da sensibilidade
a insulina e reducdo na resisténcia da mesma. Em relacdo a essa suposi¢do, num ensaio in vivo,
com polissacarideos de Ganoderma lucidum, Xiao et al. (2012) verificaram que o decréscimo nos

niveis de glicose plasmatica estava associado a reducdo nos niveis de expressdo de enzimas

envolvidas com a gliconeogénese e/ou glicogendlise.

Quanto a possivel producdo de 4cidos graxos de cadeia curta por meio de -glucanas, Russo et al.
(2012) comprovaram o efeito prébiotico de um exopolissacarideo de Pediococcus parvulus para
trés linhagens diferentes de probidticos. Além disso, a presenca desse EPS potencializou a adesdo
de Lactobacillus plantarum WCFS1 as células do epitélio intestinal, em ensaio in vitro. Um
prebidtico € definido como um ingrediente alimentar que ndo pode ser digerido, mas que estimula
o crescimento de microorganismos benéficos a nossa microbiota intestinal (GIBSON et al.,
2004). Esses microorganismos podem produzir dcidos graxos de cadeia curta, resultantes da
fermentagdo do prebidtico, os quais acarretam melhora no perfil lipidico por inibirem a atividade
da enzima hidroximetilglutaril coenzima redutase e, logo a sintese de colesterol hepdtico, e/ou a

redistribuicdo do mesmo do plasma para o figado (PEREIRA; GIBSON, 2002). Especula-se que

esses polissacarideos possam inibir a expressdo de transcritos de enzimas lipogénicas, por meio
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de receptores celulares e mediadores secunddrios, o que implicaria na diminuicdo de VLDL-c

circulantes (KAUR, GUPTA, 2002).

Mais recentemente, discute-se a respeito do efeito de B-glucanas no conjunto de sinais e sintomas
da Sindrome metabdlica, os quais estdo relacionados com alteracdes em pardmetros do
metabolismo de lipideos e glicose. Cloetens et al. (2012) sumariza os ultimos trabalhos
desenvolvidos com humanos a respeito e mostraram que o aumento da viscosidade do quimo,
dado pela ingestdao dessas glucanas, no processo digestivo, parece exercer um papel crucial na
reducdo da glicemia. Concluiu-se que a estrutura molecular dessas biomoléculas parece impactar
nos niveis de glicose plasmdticos e na resposta a insulina, o que reforca a importancia de se
conhecer a composicao quimica e estrutural desses polissacarideos para direcionar seus possiveis
efeitos terapéuticos. Legentil et al. (2015) consideraram que o peso molecular, grau de
ramificacdo, solubilidade, conformacao tridimensional e a forma como as glucanas interagem
com seus receptores sao cruciais para que as mesmas possam exercer seus efeitos biolégicos.
Com relacdo ao botriosferana, sua cadeia principal é linear, mas com ramificacdes, o que
favorece sua solubilidade. Além disso, sua conformacdo em tripla hélice possibilita a formacgdo
de ligacdes de hidrogénio intercadeias, o que contribui para a estabilidade da molécula (GIESE et

al., 2008).

Nao obstante a conjectura de Raa (2015), o qual descreve que a atividade bioldgica de
(1—-3;1—6)-B-D-glucanas parece ocorrer, em nivel intestinal e seus possiveis efeitos sistémicos
resultarem dessa interacdo primadria, via receptores de membrana e mediadores secunddrios, a
existéncia de receptores celulares e proteinas ligantes no plasma especificos para B-glucanas em
humanos foi descrita por Chan, Chan, Sze (2009) e Ross et al. (1999). Esses receptores t€ém sido
identificados em células do sistema imune, como mondcitos, macréfagos, neutréfilos, e nas
células do epitélio alveolar, endoteliais e fibroblastos, por meio de estudos in vitro (BROWN;
GORDON, 2003). Uma pequena quantidade de B-glucanas soliveis é reconhecida, via receptores
transmembrana chamados de Dectina-1, nos enterdcitos, e capturada por macréfagos (BROWN;
GORDON, 2001). Elas sao internalizadas e fragmentadas no interior dessas células, com geracao
de fragmentos menores. Considerando que Yadomae (2000) identificou [-glucanas nao

degradadas em hepatdcitos e no baco, sugere-se que as primeiras ou aqueles fragmentos sejam,
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eventualmente, secretados pelos macréfagos, na circulacdo sanguinea, e reconhecidos, via outros
receptores, como colectina placentaria-1 (CL-P1), expressos, principalmente, em células
endoteliais vasculares. Essa proteina transmembrana tipo II pode também ligar-se as LDLs
oxidadas, participando da sua internalizacdo, por endocitose, e por, conseguinte, estar envolvida
no processo de aterosclerose (CHAN; CHAN, SZE, 2009; JANG et al., 2014; MORI et al.,
2014).

O transporte descrito acima pode fundamentar a suposicdo de que o efeito cardioprotetor do
botriosferana ndo se restrinja apenas ao trato intestinal, considerando sua atividade na reducao de
placas ateroscleréticas. Ao ser internalizado pelas células endoteliais, o botriosferana atuaria
como um agente antioxidante. Estudos demonstram que antioxidantes podem retardar o
desenvolvimento das placas aterosclerdticas em ensaios in vivo e sabe-se que a oxidacdo da LDL-
¢ desempenha papel relevante na aterogénese (JEMAI et al.,, 2008; KOROU et al., 2010).
(WHITMANN et al., 2004; ROSS, 1999). Esse efeito biolégico do botriosferana foi reportado
por Giese et al. (2015) que mostraram a expressiva capacidade antioxidante e de eliminar
espécies reativas de oxigénio desse EPS. Essa seria uma importante estratégia terapéutica no

tratamento e prevencao da aterosclerose.

Um outro ponto que merece destaque € a possibilidade de B-glucanas apresentarem efeitos
pleiotrépicos. Nesse caso, a atividade de macréfagos, presentes no processo de desenvolvimento
da placa aterosclerdtica, seria modulada pelo EPS, com produ¢do de menores niveis de 6xido
nitrico (NO), e, consequentemente, peroxinitritos, o que atenuaria o processo inflamatério
caracteristico dessa condicdo patologica (BUTTERY et al., 1996). Macréfagos da regido
peritoneal de camundongos hipercolesterolémicos, que receberam [-glucanas de Ganoderma
lucidum apresentaram menores concentragdes de NO (RUBEL et al., 2011). Normalmente, o NO
exerce um papel protetor, como antioxidante e vasodilatador, mas em niveis superiores, induzidos
por condigdes patologicas e citocinas, relaciona-se com disfuncdo endotelial, oxidacdo de
lipoproteinas, hipercolesterolemia e aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento da
aterosclerose (NAPOLI; IGNARRO, 2009). Sugere-se que essa atividade imunomodulatéria do
EPS (1—3;1—6)-B-D-glucana ocorra via receptor-sinalizacdo nuclear para diminui¢do dos

transcritos da enzima sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS).
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Diante do exposto, estudos conduzidos na Optica da segurancga toxicolégica e quimioprotegdo,
bem como da bioatividade de compostos com propriedade funcional e ou de saide, como o
botriosferana sdo de suma importancia para prover informacdes necessdrias que subsidiem a
comprovagdo da sua efetividade, como um coadjuvante promissor, na forma de ingrediente
alimentar ou medicamento, no tratamento e prevencdo de doengas. Essas medidas sdo
consideradas prioridade na saide contemporanea, ja que a populaciao idosa vem aumentando seu
tempo de vida, mas a esses anos acrescentados foram pouco expressivos os ganhos no tempo de
vida sauddvel, segundo o descrito anteriormente. Aliar estratégias da medicina e gendmica
personalizada ao desenvolvimento de produtos de fontes naturais com potencial biotecnolégico é
estabelecer modalidades emergentes de intervengdo na saide, com vistas ao enfrentamento das

doencas cronico-degenerativas e da longevidade na pratica clinica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de polimorfismos dos genes FOXO3, SOD2,
APOE e SIRTI, os niveis de estresse oxidativo e da integridade gendmica em uma populacio de
longevos da regido metropolitana Grande Vitéria, ES, bem como avaliar a bioatividade do
exopolissacarideo botriosferana em ensaios com camundongos Swiss, jovens e idosos, C57BL/6 e

LDLr" idosos.

3.2. Objetivos especificos

No estudo com humanos:

- Avaliar a frequéncia de polimorfismos dos genes FOXO3 (rs2802292), SOD2 (rs4880), APOE
(rs429358 e rs7412) e SIRTI (rs2273773) em individuos longevos e controles e verificar sua
associagdo com a extensdo do tempo de vida e sua importancia como possiveis fatores genéticos

da longevidade;

- Quantificar malondialdeido no plasma de longevos e controles, para avaliacio do nivel de

peroxidacdo lipidica;

- Analisar a frequéncia de danos gendmicos em individuos longevos e controles, a fim de estimar

a integridade do DNA na longevidade;

- Identificar possiveis fatores ambientais e fendtipos relacionados a longevidade, segundo
caracteristicas demograficas e socioeconOmicas, estilo de vida, morbidades, dados

antropométricos, fisicos e bioquimicos.
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No estudo com animais:

- Investigar os efeitos quimioprotetivos do botriosferana contra os danos mutagénicos e
citotéxicos induzidos pela ciclofosfamida, nas concentracdes de 7,5; 15,0 e 30,0mg/kg de peso
corporeo, por meio da andlise da frequéncia de microndcleos em células de medula 6ssea de
camundongos (Mus musculus), machos e fémeas, jovens e idosos, durante tratamento de trinta e

quinze dias, respectivamente;

- Investigar o possivel efeito mutagénico do botriosferana, nas concentragdes de 7,5; 15,0 e
30,0mg/kg de peso corpdreo, por meio da andlise da frequéncia de micronucleos em células de
sangue periférico de camundongos (Mus musculus), machos e fémeas, jovens e idosos, durante

tratamento de trinta e quinze dias, respectivamente;

- Avaliar o efeito do tratamento com o botriosferana, durante quinze dias, na dose de 30mg/kg de
peso corpdreo, sobre a concentracdo plasmatica de glicose, triglicerideos, colesterol total e

fracdes, de camundongos idosos, machos, LDLr knockout;

- Verificar o efeito do tratamento com o botriosferana, durante quinze dias, na dose de 30mg/kg
de peso corpdreo, sobre a deposicdo lipidica vascular de camundongos idosos, machos, LDLr

knockout;

- Avaliar o efeito quimioprotetor do botriosferana contra os danos genotéxicos € citotoxicos

espontaneos decorrentes do envelhecimento e da aterosclerose.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS DERIVADOS DA TESE

4.1 MANUSCRITO 1

O manuscrito intitulado “Longevity-associated FOXO3 variant in a Brazilian population™ foi
submetido para avaliagdo ao periddico The Journals of Gerontology: Biological Sciences, de
acordo com os critérios estipulados pelo Regimento do Programa de Pds-Graduacio em

Biotecnologia.
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4.2 MANUSCRITO 2

O manuscrito intitulado “Botryosphaeran bioactivity in young, aged and LDLr" mice: DNA,
glycemia, lipoproteins and lipid deposition” foi submetido para avaliacio ao periddico
International Journal of Biological Macromolecules, de acordo com os critérios estipulados

pelo Regimento do Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia.

Biological
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
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ANEXO B — Parecer da Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiRI:l"O SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 017/2013, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado “Avalia¢do da atividade de biopolimero no
envelhecimento por meio de ensaios in vivo.”, que tem como
responsavel o (a) docente Maria do Carmo Pimentel Batitucci,
estd de acordo com os principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES),
tendo sido aprovado na reunido ordinaria de 07/06/13.

Vitoria (ES), 05 de julho de 2013.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Universidade Federal do Espirito Santo
Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia

I. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:
Titulo: Identificacdo de biomarcadores da longevidade humana e avaliagdo da atividade de
biopolimero no envelhecimento

Descricao: Nas Ultimas décadas, observou-se um crescimento da populagdo idosa. As
pessoas estdo chegando aos 90 anos ou mais, saudaveis ou com doencas como diabetes,
hipertensao arterial, obesidade, que acometem as articulagcdes, a meméria. Pessoas que
vivem mais anos, chamadas de longevas, podem ter esse fator associado a causas
ambientais (dieta, pratica de exercicio fisico, poluicdo ambiental) ou genéticas
(caracteristicas herdadas dos pais). Nossa pesquisa, com duracdo prevista de 8 anos,
pretende estudar as causas da longevidade humana. Sera necessaria a coleta de 20ml de
sangue daqueles individuos que concordarem em participar da pesquisa. O (a) senhor (a)
ndo é obrigado (a) a participar desse estudo, pois sua participacao € voluntaria. Contudo,
caso possa participar, sera muito importante, pois os resultados gerados a partir dessa
pesquisa podem dar informacdes que auxiliem no desenvolvimento de estratégias que
busquem melhorar a qualidade de vida das pessoas. Quem quiser participar dessa
pesquisa, precisa preencher e assinar esse termo de consentimento.

Avaliacao do risco da pesquisa:
( ) semrisco (x) risco minimo () risco médio () risco maior

O risco minimo refere-se a eventual possibilidade de roxo ou vermelhiddo e/ou dor minima
no local da coleta de sangue.

Il. DIREITOS E GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

O (a) senhor (a) ndo é obrigado (a) a participar da pesquisa. As pessoas que quiserem
participar tém acesso, a qualquer tempo, as informacbes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive podem fazer perguntas para esclarecer
duvidas. O (a) senhor (a) pode retirar seu consentimento a qualgquer momento e a nao
adesdo a esse projeto de pesquisa nao implicara em prejuizo de qualquer natureza.
Asseguramos que as amostras de seu DNA nao serdo utilizadas para fins de direito civil e
penal (investigagao criminal ou identificacdo humana para paternidade e maternidade), mas
apenas para os fins descritos no presente protocolo de pesquisa. Nao havera énus (gastos)
para os participantes da pesquisa. Os resultados dessa pesquisa serdo divulgados na
comunidade cientifica. Contudo, a identidade dos participantes ndo sera revelada,
garantindo a confidencialidade, sigilo e privacidade do participante. Nao estdo previstas
formas de ressarcimento ou indenizagbes durante a pesquisa.

ll. INFORMACOES SOBRE OS RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA
PESQUISA:

Profa. Flavia de Paula e Geralda Gillian Silva Sena — aluna do Programa de P6s-graduacéo
em Biotecnologia — UFES. Endereco: Laboratorio de Genética Humana e Molecular (LGHM),
Departamento de Ciéncias Biolégicas, CCHN/UFES. Av. Marechal Campos, 1468, Campus
de Maruipe, Vitoria, ES. CEP: 29040-090, Telefone: (27) 3335-7251.
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IV. DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Data nascimento:....../...../...... (o F=To [ SexoM( ) F( )

V. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, sem que tenha sido forcado ou obrigado, consinto em participar do presente
protocolo de pesquisa.

() Desejo conhecer os resultados dessa pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados dessa pesquisa.

Localedata:.....ccccoceeeeeiiiiiiiiiiiieee, ) eeeenn [oviidun...

Assinatura do participante ou responsavel legal

Em caso de dividas, enire em contato com a professora responsavel pela pesquisa, Flavia de Paula (telefone: 3335-7251) e para
reclamagbes, com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Espirito Santo (telefone: 3335-7211).
Endereco do Comité de Etica em Pesquisa: Av. Marechal Campos, 1468, Campus de Maruipe, Prédio da Administragdo — UFES,
Cep. 29040-090, Vitéria, ES.

Em duas vias: Via do Participante
Via do Pesquisador
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APENDICE B - Questionério de Satde Pessoal

Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
PROJETO: Identificacao de biomarcadores da longevidade humana e avaliacao
da atividade de biopolimero no envelhecimento

Questionario de Saude Pessoal

1.  IDENTIFICACAO, DADOS BIOQUIMICOS E  ANTROPOMETRICOS,
SOCIOECONOMICOS, COMPOSICAO FAMILIAR

1.1 IDENTIFICACAO

Data: / / 3. Tel.:

1. Nome:
2. Endereco:

4. Data de nascimento: / / 5. Idade: 6.Sexo: () M( )F
7. Etnia/Raga(origem):

() Caucasiano
(
(
(
(

Descendéncia familiar:
) Negro

) Oriental
) Indigena
) Outro. Qual?

8. Estado civil:
Solteiro( ) Casado( ) Separado( ) Divorciado( ) Vildvo( ) Na&o informado( )
9. Pressao arterial no ato da consulta: PAD mmHg PAS mmHg

1.2 DADOS BIOQUIMICOS (PRONTUARIO)

10.Colesterol Total: 13. Triglicerideos:

11. HDL-c: 14. Glicose:

12. LDL-c:

1.3 DADOS ANTROPOMETRICOS: 15. Peso: 16. Altura:
17. Circunferéncia Cintura: 18. Circunferéncia Quadril;

1.4 DADOS SOCIOECONOMICOS E COMPOSICAO FAMILIAR:
19. Qual é a renda mensal de sua familia? salarios
20.Tem convénio saude (Plano de saude)?

() Sim. Qual?
( ) Nao
21.Escolaridade:

22 Moradia: ( ) Prépria ( ) Alugada ( ) Mora com outro(s)
23. Numero de filhos (natural e ndo adotados/criagao):
24. Numero de filhos vivos:

25. Com quem vive? ( ) Cénjuge ( ) Parentes ( ) Outros
26. Convivéncia com a familia: ( ) sim ( ) ndo

2. MEDICAMENTOS E DOENCAS

27. O (a) senhor (a) toma algum medicamento?
() Sim. Qual (is)?
( ) Nao

28. O (a) senhor (a) toma algum medicamento ndo prescrito por médico?
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O ( ) senhor (a) fez uso de vitaminas nos ultimos seis meses?
S|m Qual (is)?

) S
)N
9.
)
)N
0.

O ( ) senhor (a) tem ou teve alguma dessas doencas?

(
(
2
(
(
3
(
(
(
(
(

) Cancer () Osteoporose

) Reumatolégicas () Doenca cardiovascular*
) Hipertensao () Diabetes

) Asma/bronquite ( )AIDS
)Neurodegenerativas

Outras doencgas

* angina, Insuficiéncia cardiaca congestiva, doenga circulatéria periférica, AVC, IAM.

31. O (a) senhor (a) ja se submeteu a alguma cirurgia?

() Sim. Qual (is)?

( ) Nao

31.1. O (a) senhor (a) recebeu vacinacdo nos Ultimos 12 meses? Qual

(is)?

32. O (a) senhor (a) precisou de fazer algum procedimento com Raios-X nos ultimos seis

meses?

() Sim. Qual (is)?
) Nao

3. HABITO ALIMENTAR E ESTILO DE VIDA

Com relacao a sua alimentacao diaria:

33. O (a) senhor (a) come 5 porcdes diarias de hortalicas e legumes?

( )Sim ( )Nao
34. O (a) senhor (a) come 5 porcdes diarias de frutas?
( )Sim ( ) Nao
35. O (a) senhor (a) come arroz diariamente?
( )Sim ( ) Nao
36. O (a) senhor (a) come carne?
( )Sim ( ) Nao

37.sim, qual é a frequéncia?
Dias/semana
3-4

()

1 odos os dias
Bovina (
Suina (
Peixe (
Aves (
Outras (

A~~~
—_————— O

T
(
(
(
(
(

P
~— — — ~—
~— — — — —

38. Com qual frequéncia o} (a) senhor (a) consome alimentos
fritos?
39. Com qual frequéncia o (a) senhor (a) consome carnes processadas e embutidos?

40. Com qual frequéncia o} (@) senhor (a) consome
doces?

41. O (a) senhor (a) consome sal de cozinha? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, quantas vezes por dia?
42. O (a) senhor (a) usa adocante? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, quanto por dia?
43. O (a) senhor (a) toma refrigerante? ( ) Sim () Nao
Se sim, quanto por dia?
44. 0 (a) senhor (a) toma café? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, quanto por dia?
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45. O (a) senhor (a) toma cha? ( ) Sim  ( ) Nao
Se sim, quanto por dia?
46. O (a) senhor (a) toma suco? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, quanto por dia e se natural ou artificial?

47. Ingere alguma destas bebidas com agucar? (Questdes 44-46)
( )sim( )nao
Se sim, qual(is) e quanto aglcar (em colheres de cha)?

48. Ingere bebida (s) alcoodlica(s)? Qual(is) e quanto por semana vocé ingere?
() nao bebo
() cerveja () uisque

)

)

() vinho ( ) cachaca
() outros
49. Como o (a) senhor (a) avalia sua alimentacao ao longo da vida?

50. Quanto ao tabagismo:
() nunca fumou

() ex-fumante, Idade de inicio: Idade que parou:
() Fuma, Média de cigarros por dia: /dia

51.1 Familiares fumam?

( )Sim( ) Nao

Quais? () filhos ( )irmaos

52. Com qual frequéncia o (a) senhor (a) pratica exercicio fisico?

4. HISTORIA GENETICA

53. O (a) senhor (a) tem algum familiar que nasceu com alguma doenca hereditaria?
() Sim ( )Nao

Se sim, qual?
54. O (a) senhor (a) teve algum filho que nasceu com algum defeito genético ou alguma
doenca hereditaria?

() Sim ( )Nao

Se sim, qual?
55. Houve aborto?

() Sim ( )Nao

5. CAPACIDADE FUNCIONAL
Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante
um dia comum. Devido a sua saulde, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades?

Atividades Sim, dificults um dificoha e
Vi ags . Imicu ul icu
dificulta muito pouco modo algum
56) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr, levantar 1 2 3
objetos pesados, participar em esportes
arduos.
57) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador de po, 1 2 3
jogar bola, varrer a casa.
58) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
59) Subir varios lances de escada 1 2 3
60) Subir um lance de escada 1 2 3
61) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar- 1 2 3
se
62) Andar mais de 1 quilometro 1 2 3
63) Andar varios quarteirées 1 2 3
64) Andar um quarteirdo 1 2 3
65)Tomar banho ou vestir-se 1 2 3
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