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Resumo

O envelhecimento e a longevidade humana sdo, fenOmenos complexos determinados
por vias fisiolégicas influenciadas por mdltiplos fatores - genéticos, comportamentais,
dietéticos, ambientais, e estocasticos. O aumento da esperanca média de vida nas ultimas
décadas traduziu-se num envelhecimento da populagdo com um enorme impacto social e
econdmico. O envelhecimento determina modificagdes no organismo humano que conduzem
a uma maior vulnerabilidade e maior incidéncia de patologias cronicas caracteristicas do
idoso. Os mecanismos fisiopatoldgicos relacionados com o envelhecimento e abordados neste
trabalho, como a informacdo genética, o stress oxidativo, a atividade do eixo mTOR (do
inglés mammalian target of rampamycin) e a atividade das telomerases, parecem ser
determinantes neste processo, segundos varios estudos de investigacdo conduzidos em
animais. Apesar da investigacdo em seres humanos também demonstrar esta relacdo, sao
necessarios mais estudos em vertebrados superiores, como 0s mamiferos e primatas nao-
humanos, sobretudo na area do mTOR. E evidente neste trabalho de revisdo, a interligacio
dos mecanismos determinantes do envelhecimento e da longevidade e as possiveis
intervencdes preventivas, incluindo a dieta, a restricdo calorica e 0s seus miméticos e 0
exercicio fisico. A qualidade da dieta e o exercicio fisico ttm um papel consensual na
prevencdo do desenvolvimento de patologias caracteristicas do envelhecimento e na
promocdo de um envelhecimento com qualidade de vida, com independéncia funcional e livre
de comorbilidades. Tém sido registados alguns avangos sobre a influéncia positiva da
restricdo calorica (RC), sobretudo quando associada a uma dieta equilibrada, no atraso do
envelhecimento. Neste estudo podemos concluir que a melhor forma de promover um
envelhecimento saudavel e um aumento da longevidade, é a conjugacdo de varias

intervengdes terapéuticas, incluindo uma dieta de qualidade, pratica regular de exercicio fisico
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adequado ao individuo e a idade e possivelmente algum nivel de RC. De referir ainda, 0
importante papel que os biomarcadores de envelhecimento poderdo vir a ter no futuro para

monitorizar a aplicacdo destas e outras terapias/intervencoes.



Introducao

Envelhecimento na atualidade e evolucéo epidemioldgica

O conceito de envelhecimento pode ser definido como um processo dindmico e
progressivo, caraterizado por alteragdes funcionais, morfoldgicas e psicologicas. Com a
melhoria das condicBes de vida e dos cuidados de saude, a esperanca média de vida (48 anos
em 1950 e a projecdo de 76 anos em 2050) aumentou muito nas Ultimas décadas, o que se
refletiu num aumento dramatico do nimero de pessoas com idade superior a 60 anos.
Atualmente cerca de 800 milhdes de pessoas tem 60 ou mais anos, o que representa 11% da
populacdo mundial. Espera-se que em 2050, esse nimero aumente para mais de 2 mil milhdes
de pessoas, 0 que corresponde a 22% da populagdo mundial (1). No estudo de 2009 do
Instituto Nacional de Estatistica (INE), o numero de idosos (entendendo a Organizagdo
Mundial da Salde como idoso as pessoas com mais de 65 anos de idade em paises
desenvolvidos e com mais de 60 anos de idade em paises em desenvolvimento) em Portugal
representava aproximadamente 17,9 % da populacdo nacional, e as projecdes para 2048 em
Portugal, indicam que esta populacdo atingira 31,3 %. Numeros estes preocupantes no que diz
respeito ao envelhecimento da populagdo portuguesa e politicas de sadde a implementar.

Apesar dos avanc¢os tecnologicos, da melhoria dos cuidados de saude e da nutricdo
permitirem um aumento da esperanca média de vida, isso ndo significa que esse aumento se
traduza também num maior nimero de anos com saude e qualidade de vida (2). Assim, o
objetivo é um envelhecimento ativo, que a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) define
como um processo de otimizagdo de oportunidade para a saude, participacdo e seguranga, no
sentido de aumentar a qualidade de vida durante o envelhecimento, com a preocupacao do seu

enquadramento na cultura e no género em causa (3). As modificacdes que o envelhecimento
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determina a nivel do organismo humano, conduzem a uma perda da capacidade de adaptacéo
ao meio ambiente, ocasionando mais vulnerabilidade e maior incidéncia de processos
patoldgicos que se traduzem em patologia cronica. Esta evolugdo coloca novos desafios a
politica de saude instituida em cada pais e a sociedade em geral, pelo enorme impacto social e
econdémico que dai advem. Por exemplo, a estimativa de gastos atribuivel a sarcopenia
(resultado do envelhecimento) nos E.U.A em 2000 foi de 18,5 bilhdes de dolares, o que
corresponde a 1,5 % do montante total das despesas na saude (4).

A investigacdo que tem sido feita no sentido da promoc¢do da longevidade com
qualidade de vida, independéncia funcional e sem comorbilidades, é fundamental para que se
encontrem solucbes para este novo cenario da sociedade atual. Com as descobertas dos
ultimos anos sobre o complexo processo de envelhecimento foram implementadas algumas
alteracdes na assisténcia médica e social a nivel mundial que permitiram um aumento na
esperanca média de vida, tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em vias de
desenvolvimento. No entanto, ainda existe uma lacuna entre o que se sabe e 0 que se coloca
em préatica. Por isso, € fundamental que a compreensdo dos processos biologicos e as
intervencdes na medicina clinica evoluam lado a lado com a cooperacdo dos organismos
econdmicos, politicos e sociais (5).

Ainda hd muito a fazer para implementar nas populacdes, um envelhecimento
saudavel e ativo. A nossa capacidade para organizar a sociedade, mudar 0 seu comportamento
e alterar os fatores ambientais ainda permanece limitada, dai que consciencializar para 0s
beneficios da modificacdo dos habitos de vida seja de extrema importancia. Deste modo,
procura-se alertar a sociedade em geral para as vantagens de um adequado processo de
envelhecimento que se vai refletir na melhoria da qualidade de vida dos idosos, bem como
dos cuidadores e terd um enorme impacto econdmico a nivel dos cuidados de saude, com uma

grande poupanca para a sociedade.



O objetivo deste trabalho € abordar alguns do mais importantes processos e fatores
determinantes do envelhecimento, nomeadamente a genética, o stress oxidativo, 0 mTOR (do
inglés mammalian target of rampamycin) e a atividade das telomerases. Por outro lado, seréo
explorados os fatores e as medidas que permitem aumentar a longevidade e, acima de tudo,
permitem um envelhecimento mais saudavel e ativo com maior qualidade de vida. O exercicio
fisico, a restricdo caldrica na dieta, bem como a atividade das sirtuinas sao algumas das areas
em que se pode atuar a nivel do envelhecimento. Ao longo deste estudo de revisdo, procurar-
se-a relacionar os fatores e medidas que aumentam a longevidade e 0s processos
determinantes do envelhecimento. Sempre que possivel, serd dada maior relevancia aos
estudos realizados em humanos, uma vez que muitos dos estudos realizados em modelos

animais, nem sempre tém uma correspondéncia quando replicados em humanos.



Materiais e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho de revisdo, comecei por consultar um summarie, 0
clinical evidence, com o intuito de verificar que até ao momento ndo existe nenhuma revisao
sistematica sobre o meu tema. A pesquisa e consulta de artigos cientificos da medline foram
realizadas com recurso ao Pubmed, da U.S. National Library of Medicine, entre outubro de
2014 e dezembro de 2014. Na pesquisa bibliografica foram utilizados os termos mesh
“aging”, “longevity”, “oxidative stress”’, “genes”, “telomerase”, “TOR Serine-Threonine
Kinase”, “inflammation”, ‘“caloric restriction”, “diet”, “sirtuins” and “exercise” em
diferentes combinagdes. Foram analisados sobretudo artigos dos Gltimos 10 anos, apesar de
algumas excecBes. A Unica limitacdo colocada foi a lingua, apenas artigos em inglés e

portugués.



Desenvolvimento

Influéncia genética no envelhecimento

O processo bioldgico do envelhecimento, também conhecido por senescéncia, resulta
da acumulacéo de alteracGes, ao longo do tempo, na organizagdo dos componentes celulares e
moleculares com a respetiva acumulacdo de danos. O controlo deste processo é assegurado
por uma variedade enorme de fatores genéticos e fatores ndo genéticos. A influéncia da
componente genética no controlo dessas alteracfes e consequentemente no controlo da
longevidade é conhecido desde o inicio da década passada (6), podendo ser responsavel por
uma variacdo de aproximadamente 25% na esperanca média de vida (7), contribuicdo essa
que se acredita ser minima antes dos 65 anos e mais relevante a partir dos 85 anos (8). Neste
contexto, é necessario relembrar que o padrdo genético de um organismo determina ndo s6 o
fendtipo individual, como as patologias hereditarias e as patologias mais predominantes do
envelhecimento, mas também modula a resposta de cada individuo as agressdes ambientais e
as terapéuticas farmacoldgicas. A coexisténcia de longevidade quando comparamos gémeos
verdadeiros numa taxa superior a dos gémeos falsos (6) e a maior esperanca média de vida da
descendéncia dos individuos mais idosos (9) sdo alguns dos argumentos que suportam a
dependéncia dos fatores genéticos no processo de envelhecimento. O estudo de familias com
muitos elementos a atingirem uma idade avanc¢ada, constituem um 6timo suporte para o
estudo da componente familiar na longevidade. E importante, no entanto, ter em atenc&o que a
longevidade de uma determinada populacdo pode estar relacionada com a exposi¢do a
determinados fatores ambientais e por isso, 0s estudos devem ser replicados em varias
populacdes com diferentes localizagcdes geograficas de modo a evitar-se este viés. Apesar de

tudo, descobrir quais os genes envolvidos na longevidade, isto €, 0s genes protetores das
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doencas relacionadas com a idade e que atrasam o progresso do processo de envelhecimento,
ainda ¢ um dos grandes desafios da atualidade. Primeiro, pela dificuldade em se recrutar
centenarios para um estudo e segundo, as técnicas usadas para analisar um grande nimero de
alelos, uma vez que sdo desconhecidos 0s genes envolvidos, estdo associadas a uma
percentagem significativa de erro (10). Apesar disso, € necessario priorizar a investigacdo da
variabilidade relativa ao aumento da sobrevivéncia em idades avancadas, em genes
envolvidos nos processos fisioldgicos basicos.

Os genes com influéncia no envelhecimento humano podem ser classificados em
genes de envelhecimento ou genes de longevidade consoante a sua influéncia na evolucdo do
processo de envelhecimento. Os genes de envelhecimento sdo os genes que de alguma forma
podem acelerar o processo de envelhecimento. Estes genes podem diretamente contribuir no
organismo humano para o aparecimento de patologias ou atuar indiretamente, a nivel celular
ou através dos sistemas integradores que modulam (sistema imunologico, enddcrino, entre
outros). O envelhecimento esta associado a um aumento da vulnerabilidade e da incidéncia de
processos patoldgicos, dai que alguns dos genes com influéncia na longevidade, sejam 0s
mesmos que estdo envolvidos em patologias como Doenca de Alzheimer, Patologia
cardiovascular, Disfuncdo hepética e a Diabetes tipo 2. E muito provéavel que em paises com
um sistema de saude otimizado e com uma esperanca média de vida da populacdo elevada,
uma grande percentagem da mortalidade seja atribuida a patologia cardiovascular e por isso
0S genes responsaveis por uma diminuicdo da progressao da aterosclerose tenham um papel
preponderante na longevidade. Assim, 0s genes de longevidade deverdo atrasar o processo de
envelhecimento ao diminuir a senescéncia celular através de mecanismos de reparacdo ou

aumentando a resisténcia aos fatores agressores do organismo.
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Genes de envelhecimento

Gene WRN

A mutacdo, com perda de funcdo, do gene WRN é responsavel pela Sindrome
Hereditaria de Werner. Esta sindrome apresenta um quadro clinico semelhante ao
envelhecimento prematuro, nomeadamente o aparecimento precoce de rugas, cabelo grisalho,
cataratas, diabetes e osteoporose e maior prevaléncia de cancro. E um bom exemplo de
patologia que demonstra a importancia de correlacionar a idade do doente com as observacoes
do exame fisico.

O gene WRN é responsavel pela formacdo de um elemento da familia RecQ das
helicases, 0 que sugere a influéncia do metabolismo do ADN no processo de envelhecimento.
A caracterizacgdo inicial desta sindrome remonta ha mais de um século e continua a ser um
otimo modelo na investigacdo da influéncia genética no envelhecimento. Vérios estudos
sugerem que ligeiras alteracbes na funcdo do gene WRN, provocadas por polimorfismos,
podem ter um papel no envelhecimento da populacdo em geral (11). Este gene pode ter um
papel complexo na regulacdo dos eventos celulares do envelhecimento e na predisposicao
para determinados carcinomas nos humanos (12). No entanto, pela baixa reprodutibilidade de
alguns estudos nas mesmas ou em diferentes populacdes e pela dificuldade em se perceber
quais os mecanismos moleculares responsaveis pelo quadro clinico do Sindrome de Werner,

ainda ndo ha um consenso sobre a sua influéncia no envelhecimento da populacdo geral (11).

Gene LMNA (Progeria ou Sindrome de Hutchinson—Gilford)

Em condicBes normais, as proteinas ldmina A e C, codificadas pelo gene LMNA,
formam em conjunto com a lamina B, uma rede filamentosa chamada lamina nuclear. Esta
rede filamentosa confere estabilidade a membrana nuclear interna, sendo fundamental na

manutencdo da integridade nuclear durante a interfase. Tem também uma importante funcdo
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de suporte a algumas proteinas nucleares envolvidas na transcri¢do e replicacdo do DNA. As
mutacdes no gene LMNA podem resultar em pelo menos 13 diferentes sindromes, nos quais
se inclui a Progeria ou Sindrome de Huntchinson-Gilford. A clinica deste sindrome
assemelha-se ao envelhecimento normal que ocorre muito prematuramente (no primeiro ano
de vida), sendo a esperanca média de vida aproximadamente 13 anos (geralmente a morte
ocorre por complicacdes cardiovasculares). A causa genética mais comum é uma mutagédo
pontual no gene LMNA que resulta na sintese de uma forma truncada da proteina lamina A,
chamada progerina (13). Ha evidéncias, em varios estudos, de producdo e acumulagdo de
pequenas quantidades de progerina nas células humanas normais, bem como um aumento
desse fendbmeno com o avancar da idade. Num estudo americano com o objetivo de detetar
variantes da LMNA que produzem menores quantidades de progerina promovendo por isso
uma maior longevidade, os resultados foram positivos (14). Contudo, a ndo reprodutibilidade
de algumas das amostras em estudo, possivelmente causada pela sua heterogeneidade, exige a
realizacdo de mais ensaios com amostras independentes com o objetivo de aumentar a
consisténcia destes resultados.

Alguns estudos sugerem ainda uma relacdo entre a producdo de progerina e algumas
caracteristicas do processo de envelhecimento, nomeadamente a lesdio do DNA e o
encurtamento do telomeros. Sabe-se também que a expressdo da telomerase suprime estes
acontecimentos, de acordo com estudos realizados em fibroblastos (13). Apesar destas
semelhancas com o processo de envelhecimento, os agentes causadores destas lesbes podem
ndo ser 0S Mesmos € por isso € importante saber-se 0 mecanismo exato responsavel pela lesdo
dos telomeros, de modo a se estabelecer a relacdo desta sindrome com o processo inerente ao

envelhecimento normal.
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Gene APOE

O gene APOE conduz a sintese de proteinas designadas apolipoproteinas E. Estas
proteinas combinam-se com lipidos no organismo humano, para formar lipoproteinas. As
lipoproteinas ligam-se ao colesterol e outros lipidos, transportando-os através da corrente
sanguinea. As trés isoformas major da classe (APOE2, APOE3 e APOE4) sdao um
componente major das VLDL (do inglés Very-low-density Lipoprotein) e sdo codificadas por
diferentes alelos, por isso interagem de forma diferente com os recetores especificos das
lipoproteinas. As VLDL removem o excesso de colesterol do sangue e transportam-no para o
figado para processamento. A manutencdo de niveis normais de colesterol é essencial para a
prevencdo de doencas cardiovasculares. Em varios estudos, o gene da apolipoproteina E tem
sido relacionada com a suscetibilidade a doencas relacionadas com a idade, nomeadamente a
Doenca de Alzheimer e a Doenca Arterial Coronaria, sendo o Unico gene com variantes
comuns frequentemente associadas a longevidade (11). A maior parte dos estudos realizados
conclui que a APOE4 aumenta a suscetibilidade a e a agressdao ambiental, ao contrario da
APOE2 que tem um papel protetor e tem maior prevaléncia que a APOE4 em pessoas de
idade avancada (11). Uma das Ultimas investigacOes realizada no Canada confirmou a relacéo
da isoforma APOE4 com uma mortalidade precoce (15). Os portadores de cada uma das
isoformas apresentam um risco de mortalidade diferente, sendo esse risco maior nos
portadores de APOE4 (10 a 14% superior ao da APOE3) e menor nos portadores da APOE?2
(12% inferior ao da APOE3) (11). Apesar de controverso, ha maior consenso em considerar 0
gene APOE um "gene do envelhecimento” em detrimento de "gene da longevidade". Varios
genes foram investigados, relativamente a sua influéncia no processo de envelhecimento, em
diferentes populacGes e o gene APOE € um dos poucos que tem apresentado resultados

consistentes.
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Genes de longevidade

Eixo da Hormona do Crescimento / Insulin-like Growth Factor-1

O eixo da hormona de crescimento, um dos mais estudados, foi o primeiro mecanismo
a ser descoberto com influéncia na longevidade animal. Este eixo, com um papel importante
na promocao da proliferacdo celular e na inibicdo da apoptose, esta envolvido na cascata de
fosforilacdo (PIBK/AKT/PDK do inglés phosphatidylinositol 3-kinase/AKT/pyruvate
dehydrogenase kinase) que regula a translocacdo nuclear e a atividade da proteina FOXO.
Varios estudos, em modelos animais e alguns em humanos, demonstram que as mutacfes que
diminuem a atividade do eixo insulina/IGF-1 estdo associadas a aumento da esperanca de
vida. Os polimorfismos da FOXO3A (do inglés Forkhead Box O3) representam uma das mais
consistentes associacdes entre os fatores genéticos e a longevidade humana, tendo sido

reproduzida em varias populacdes (16).

« Insuline-like Growth Fator 1 (IGF1), Hormona de Crescimento 1 (GH1 do inglés growth

hormone 1), Recetor da IGF1 (IGF1R do inglés insuline-like growth fator 1 recetor)

Num estudo de 2005 (17) envolvendo 1576 habitantes (83-105 anos) de Leiden na
Holanda, foram avaliadas variantes de componentes IGF1, GH1, IGF1R do eixo IIS (do
inglés Insuline / IGF-1 signalling). Nas mulheres, todas as variantes provocaram uma redu¢ao
da atividade do eixo e foi demonstrado que os portadores das trés variantes (GH1 SNP, IGF
CA repeat, IRS1 SNP) tém um menor risco de mortalidade. Conclui-se ainda que, nas
mulheres, a variante do componente GH1 esta fortemente associada a um aumento da
longevidade. Numa outra investigacdo anterior foi demonstrado que a presenca de um alelo
especifico de IGF1R estd associada a baixos niveis de IGF1 no plasma e a uma maior

prevaléncia em individuos mais idosos (18).
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« Gene AKT

Enquanto o aumento da atividade da AKT esta associada a senescéncia celular, a
inibicdo da sua atividade esta associada ao aumento da esperanca de vida de células humanas
em cultura. Existem varios estudos com variantes da AKT que demonstram uma relacdo com
a longevidade humana, estando aumentadas em popula¢cdes com uma esperanca media de vida
elevada. Outras variantes encontravam-se pouco representadas nestas populacdes,
possivelmente por estarem a ligadas a mortes por patologia cardiovascular ou outro tipo de

patologia (16).

« Gene FOXO

Os fatores de transcricdo FOXO medeiam processos celulares com influéncia na
expressao de genes que regulam a apoptose, a proliferacdo, a diferenciacdo celular. Estes
fatores podem ser repensaveis pela regulacdo em diferentes genes e em diferentes tipos
celulares da morte programada de células anormais ou danificadas, em detrimento da
sobrevivéncia de outras, influenciando a longevidade do organismo (16).

Um dos estudos mais importantes teve como objetivo avaliar a contribuicdo genética
da etnia chinesa HAN, individuos centenarios e jovens, na longevidade. Foi demonstrada a
associacdo de alguns SNPs (do inglés single nucleotide polymorphism) da FOXO1A com a
longevidade no sexo feminino, tendo sido replicado este resultado noutras populagfes com
localizacdo geografica da original. Trés SNPs da FOXO3A estdo também associados a um

aumento da esperanca de vida em ambos os sexos (19).

Todos estes estudos realizados com variantes de varios componentes do eixo da
hormona de crescimento sugerem fortemente a influéncia deste eixo no processo de

envelhecimento e a0 mesmo tempo o contributo da componente genética na longevidade das
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populagdes, uma vez que os genes que influenciam a longevidade s&o 0s genes cujas variantes

aumentam a esperanca média de vida.

Gene SIRT3

As sirtuinas humanas sdao uma familia/classe de proteinas desacetilase dependentes de
NAD+, envolvidas em mecanismo fisioldégicos basicos e com provavel influéncia no
metabolismo energético, manutencdo do genoma e envelhecimento. O gene SIRTS3,
codificador a proteina mitocondrial SIRT3 (do inglés sirtuin protein deacetylase 3), é
homologo do gene SIR2 na levedura e na C. Elegans cujos estudos evidenciaram uma
influéncia determinante no tempo de vida destas espécies. Além desta influéncia do seu
homologo noutras espécies animais, a sua localizagéo é outro fator que o coloca no grupo dos
genes com uma provavel associacdo com a longevidade. Este gene esta localizado na regido
cromossomica 11p15.5 onde se encontram mais quatro genes (gene da tirosina hidroxilase
(TH), gene da proinsulina (INS), gene da insulina-like growth fator 2 (IGF2), gene HRAS1)
potencialmente envolvidos na longevidade. Varios estudos de associacdo genética, tendo
como populacdo-alvo individuos com mais de 100 anos, demonstraram uma relacdo entre
polimorfismos desses 4 genes e a longevidade. Partindo destas informacdes foram realizadas
pesquisas com o intuito de identificar os polimorfismos do gene SIRT3 com uma provavel
influéncia na longevidade humana (20). Dos polimorfismos detetados, alguns evidenciaram
uma associagédo positiva com a longevidade, nomeadamente o SNP rs11555236, rs4980329 e
um VNTR no intrdo 5. No entanto, alguns estudos, quando replicados noutras populacdes,
ndo suportaram a associacdo. Os estudos com resultados positivos recorreram a amostras de
individuos centendrios ou de idade avancada em algumas populacOes italianas,
nomeadamente, e uma germanica. Foi também patente nesses ensaios uma relevancia

diferente dos resultados consoante o género da amostra, 0 que sugere um papel seletivo dos
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elementos genéticos da SIRT3 na longevidade. Apesar de algumas limitacdes no estudo de
Troviso, como a analise de apenas um tipo de tecido e a negligéncia ou ndo consideracdo de
outros fatores genéticos ou epigenéticos, o polimorfismo rs11555236 da SIRT3 € o que
apresenta maior consisténcia no seu papel como marcador funcional e genético com impacto

na longevidade humana (21, 22).

Os genes referidos, com provavel influéncia no envelhecimento, estdo envolvidos em
diferentes mecanismos reguladores da resposta ao stress (agressores externos e internos),
como o metabolismo mitocondrial, 0 metabolismo do ADN, a estabilidade da membrana
celular, entre outros. Esta variedade de processos celulares sugere a complexidade relacionada
com o processo de envelhecimento e que provavelmente a longevidade esta relacionada com
uma maior capacidade de integracao e de controlo de multiplos sistemas funcionais sobretudo
guando o organismo € exposto ao stress provocado por fatores externos e internos.
Provavelmente o processo de envelhecimento esta relacionado com um menor controlo dessa
integracdo, resultando numa menor capacidade de adaptacdo ao stress e num desequilibrio da

homeostasia com consequente aumento da fragilidade e vulnerabilidade do organismo.

Stress oxidativo

O stress oxidativo, como causa e consequéncia de reacdes celulares que caraterizam o
processo de envelhecimento, é um dos fendmenos bioldgicos mais estudados nesta area. No
entanto, ainda ndo estd bem esclarecido o seu papel no envelhecimento saudavel e na
longevidade, uma vez que existem alguns resultados contraditorios relativamente a relagéo do

stress oxidativo com a idade.
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Podemos definir o stress oxidativo como uma condigdo biolégica em que existe um
desequilibrio com predominio da formacdo de espécies reativas do oxigénio (ROS do inglés
Reative Oxygen Species) em relacdo aos mecanismos responsaveis pela remocéo ou reparacao
dos danos por elas causadas, tendo como consequéncia a lesdo oxidativa das estruturas
celulares e de moléculas envolvidas na sinalizacdo celular. O stress oxidativo é assim uma das
principais causas de toxicidade, devido interacdo das ROS com macromoléculas e
interferéncia nas vias de sinalizacdo celular (23). As ROS sdo moléculas quimicas derivadas
do oxigénio, tanto radicais como ndo-radicais, algumas delas altamente reativas, que resultam
da reducdo parcial da molécula de oxigénio por influéncia de fatores externos/ambientais
como a radiacéo ultravioleta, o fumo do cigarro ou de atividades enzimaticas endégenas como
a inflamacdo ou a fosforilacdo oxidativa na mitocéndria. Concomitantemente, o stress
oxidativo esta envolvido na regulacdo de vias de sinalizacdo, incluindo a atividade de
proteinas cinases, fosfatases e a expressdo génica através da modulacdo dos fatores de
transcricdo. A lesdo induzida pelas ROS depende da extensdo e da especificidade da sua
reatividade, uma vez que o radical pode ndo ser suficientemente instavel para reagir com uma
molécula. Em concentracdes adequadas as ROS poderdo ter efeitos celulares benéficos que
envolvem mecanismos fisioldgicos de resposta a agressdo, por exemplo na defesa contra
agentes infeciosos (23).

Ha algum tempo que € reconhecida a importancia de concentragdes moderadas de
ROS, como segundos mensageiros, na sinalizacdo celular, no entanto, como referido, em
excesso sdo fatores determinantes de toxicidade nas células e organismo. Os efeitos lesivos
resultam da oxidacéo direta de macromoléculas intra e extra celulares e da alteracdo do estado
redox dos fatores envolvidos na transducao de sinal, condicionando a hipo ou hiperfuncéo das

vias de sinalizacao envolvidas (23).
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Com o envelhecimento perde-se a eficacia dos mecanismos reguladores das defesas
antioxidantes, resultando na lesdo celular e tecidual e diminuicdo da resisténcia ao stress
oxidativo (24). Alguns estudos visam compreender o papel do stress oxidativo no
envelhecimento, nomeadamente, baseados na Teoria da oxidacdo/radicais livres e a sua

evolucdo ou nos fundamentos da mitohormesis.

Teoria da oxidacao/radicais livres e a sua evolugéo

Segundo esta teoria o declinio das fungbes fisiologicas resulta da lesdo causada, a
nivel celular, pela acumulacdo de lesGes de oxidacdo causadas por espécies reativas de
oxigénio, como H,0,, O,- e OH-. (Denham Harman, 1956). Os principios basicos desta teoria
séo:
= Os radicais livres podem ser gerados pelas células organismos aerobios a partir da

molécula de oxigénio
= A mitocondria € a principal fonte de ROS

= As ROS sdo gatilho para os processos patoldgicos que resultam em alteracdes estruturais

nas proteinas, lipidos e ADN

= A mitocéndria € o elo de ligacdo entre a lesdo oxidativa causada pela acumulacdo de ROS

e as alteracdes funcionais associadas ao envelhecimento

= As UCPs (do inglés Uncoupling Proteins) tém um papel fundamental na protecdo contra as
ROS
(25)
A atividade metabolica do organismo necessita de oxigénio e na sua utilizagdo

formam-se algumas espécies reativas de oxigénio. O principal processo enddgeno responsavel
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pela formacdo de ROS é a via metabolica da fosforilacdo oxidativa, na qual ocorre
transferéncia de eletrdes dos dadores para os aceitadores de eletrGes, como o oXigénio
molecular, numa reacdo de oxirreducdo. A formacdo de ROS pode resultar de diferentes
processos, sendo o principal a transferéncia de eletrdes para o oxigénio molecular ao nivel da
cadeia respiratoria mitocondrial. O anido superdxido (O3), o radical hidroxilo ('OH) e o
radical perdxido (HOO") sdo algumas da ROS formadas por este processo (24). Algumas
resultam da reacdo entre os radicais com centro de carbono e a molécula de oxigenio, de que
sdo exemplo o radical peroxilo (ROO") e o hidroperdéxido organico (ROOH) (25).

A mitocondria, como organelo da respiracao celular, utiliza aproximadamente 90% do
oxigeénio celular (restantes 10% em reacdes extramitocondriais) e possui enzimas envolvidas
na transferéncia de eletrdes. Uma pequena percentagem desse consumo de oxigénio
(aproximadamente 2%) resulta na acumulacdo de anido superdéxido (O2-), em vez da sua
reducdo para agua (26). O anido superoxido pode ser oxidado para oxigénio através de
enzimas antioxidantes ou noutras ROS. Além da cadeia respiratéria na membrana interna
mitocondrial, existem outras fontes geradores como o sistema monoaminoxidase, a proteina
P66 Shc mitocondrial ou reacdes nas quais estdo envolvidas enzimas como as flavina
oxidases peroxissomais, a alfa-cetoglutarato desidrogenase, a xantina oxidase no reticulo
endoplasmatico, o citocromo P450, entre outros (23).

As alteracOes estruturais causadas pelo stress oxidativo nas biomoléculas (proteinas,
lipidos ou DNA) acumulam-se com o avancar da idade, provocando alteracbes em varios
processos bioldgicos por todo o organismo. A reacdo das ROS com as proteinas (algumas sao
mais vulneraveis que outras) resulta frequentemente na oxidacdo dos grupos amino com a
criagdo de novas ligacdes inter e intramoleculares que condicionam alteragdes estruturais e
funcionais dessas proteinas, dificultando muitas vezes a sua degradacdo. Em condigdes

normais, as proteinas danificadas sdo reconhecidas pelo sistema de degradacdo e séo digeridas
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pelos proteossomas. A incapacidade destes complexos para digerirem as proteinas lesadas
pela oxidacdo pode levar a sua acumulacdo em agregados que provocam alteracdes profundas
na atividade celular. Relativamente a interacdo com os lipidos, a consequéncia habitual é a
alteracdo da fluidez das membranas celulares como resultado da peroxidacao de acidos gordos
insaturados (muito sensiveis a oxidacdo) que se encontram em grande quantidade nestas
estruturas. Estas reacOes, designadas de peroxidacdo lipidica, resultam na acumulacdo de
aldeidos, sendo o malondialdeido (MDA) o mais frequente e com elevada reatividade para as
macromoléculas. A lesdo oxidativa da molécula de ADN provoca alteragdes nas bases, rotura
da cadeia e oxidacdo dos residuos de desoxirribose do ADN, resultando na inibicdo da
proliferacdo celular por acdo da p53 no ponto de controlo, ao reconhecer a lesdo molecular. A
p53 tem assim um papel importante na diminuicdo da probabilidade de alteracbes genéticas,
ao induzir a reparacdo celular e ao diminuir os niveis de ROS intracelulares (27). Numa
perspetiva mais abrangente, estas lesdes provocadas pelas ROS nas macromoléculas do
organismo humano podem ser importantes fatores na origem de doencas como a Diabetes, 0
Cancro, a Aterosclerose ou a Doenca de Alzheimer, quando os mecanismos de defesa e de
controlo falham (25).

Mais tarde foi introduzido um novo conceito na teoria dos radicais livres que aborda a
fragilidade do ADN mitocondrial para a acumulacdo de lesdes, funcionando assim como elo
de ligagéo entre a lesdo oxidativa e as alteragcbes funcionais, associadas ao processo de
envelhecimento nos seres humanos. Segundo evidéncias de alguns estudos nesta area, a
funcdo mitocondrial, nomeadamente das enzimas respiratorias, diminui e a prevaléncia de
mutacdes no ADN mitocondrial aumenta com o envelhecimento. Esta evolucdo provoca nao
sO uma diminuicdo na sintese de ATP mas também um aumento do escape de eletrGes na
cadeia respiratoria, resultando num aumento da producgédo de ROS (28). O défice de histonas,

intrGes e de mecanismos de reparacdo do ADN sdo caracteristicas do ADN mitocondrial que
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contribuem para a sua fragilidade e para a formacdo de lesdes mais persistentes e mais
extensas (25). O ADN mitocondrial codifica polipeptideos envolvidos na fosforilagdo
oxidativa e no transporte de eletrdes, por isso, € normal que a lesdo oxidativa esteja associada
a um défice de ATP (29). O declinio da funcdo mitocondrial afeta com maior gravidade os
tecidos que apresentam maior dependéncia energética do ATP, como o tecido cerebral (70%
do seu ATP usado na bomba sodio/potassio) e muscular. Em estudos animais ficou
demonstrado que o aumento das ROS nas células musculares estimula as vias de sinalizacdo
(sensiveis ao estado redox) responsaveis pela inducdo da expressdo de enzimas antioxidantes
como a superoxido dismutase e a catalase. Por outro lado, existem estudos a demonstrar a
acumulacdo de moléculas oxidantes que contribuem para a lesdo oxidativa e consequente
alteracdo da homeostasia (25). Perante estes dois factos, a acumulacdo de lesdo oxidativa
como resultado da reacdo com as ROS pode ser explicada pela diminuicdo da capacidade de
resposta do organismo ao stress oxidativo. A reducdo da atividade da glutationa peroxidase,
da catalase e da superdxido dismutase com a idade, evidenciada num estudo em fibroblastos
da pele, pode explicar em parte o desequilibrio entre a producdo de ROS e sua remogdo a
nivel celular. Esta nova perspetiva, abrangendo as lesdes provocadas pelas ROS na prépria
mitocondria, é conhecida como Teoria Mitocondrial do Radicais Livres e representa uma
extensdo da Teoria da Oxidacdo/Radicais Livres. Com a reducdo da eficacia dos mecanismos
de resposta ao stress oxidativo, 0 organismo torna-se mais suscetivel as ROS. A producédo de
ROS nas mitocondrias e o efeito lesivo das ROS nestes organelos, em particular no ADN
mitocondrial induz alteragcdes nos polipeptideos dos complexos respiratorios codificados por
este ADN. Como consequéncia desta disfuncdo, hd uma diminuicdo da atividade de
transferéncia de eletrdes e da atividade antioxidante, o que conduz a um aumento da producéo
de ROS e por isso estabelece-se um ciclo vicioso de stress oxidativo e declinio energético

responsavel pelo envelhecimento (23). De referir também que a maior suscetibilidade do
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ADN em relacdo ao ADN nuclear deve-se também, em boa parte, a sua proximidade da
cadeia respiratoria, tornando-o um alvo facil (30).

Relativamente as proteinas de desacoplamento (UCP, do inglés Uncoupling Proteins)
referidas num dos principios da Teoria dos Radicais Livres, existem fortes evidéncias do seu
papel fundamental na prevencdo dos efeitos lesivos das ROS. As UCPs sdo membros de uma
familia de proteinas mitocondriais responsaveis pelo transporte transmembranar de anides e
encontram-se na membrana mitocondrial interna. O sistema de fosforilacdo oxidativo gera um
gradiente eletroquimico transmembranar na mitocéndria ao promover o transporte de protdes
para 0 espaco intermembranar. Esse gradiente de protdes cria uma forca motriz protonica
(FMP) que é utilizada na sintese de ATP, através do fluxo de protbes para a matriz
mitocondrial por intermédio da ATP sintetase. Quanto maior a FMP através da membrana
interna da mitocondria, maior a capacidade dos dadores de eletrbes para reduzir 0 oxigénio a
anido Superoxido O5. As UCPs respondem a producdo de algumas ROS, nomeadamente o
O5", por permitirem a dissipacdo moderada desse gradiente (diminuicdo da FMP). Esta
dissipacdo resulta na diminuicdo da producdo de O, na cadeia transportadora de eletrdes e
consequentemente da lesdo causada por este e outras ROS, a custo de uma ligeira reducéo da
eficiéncia da fosforilacdo oxidativa. A favor deste mecanismo foi também provado que a
inibicdo das UCPs resulta num aumento do potencial de membrana, da producéo de ROS e do
stress oxidativo (31). Algumas descobertas sugerem ainda que as UCPs das mitocondrias
regulam o nivel de ROS num tecido especifico do organismo, ou mesmo por todo o
organismo, através da reducdo da sua producdo na mitocéndria, com o objetivo de proteger a

celulas, os tecidos e 0 organismo do stress oxidativo (25).
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O papel das ROS e a mitohormesis

Tendo em conta o efeito nocivo das ROS, resultantes do metabolismo aerobio,
demonstrado em varios estudos (32, 33), pensou-se na diminuicdo das ROS como um boa
abordagem terapéutica no sentido de promover um envelhecimento saudavel e um aumento da
longevidade. Contudo, segundo alguns estudos relativamente recentes em organismos
modelos, verificou-se que o estimulo do stress oxidativo pode ser benéfico para a promocéo
da longevidade. Por exemplo, a exposicdo da C. Elegans a condi¢cGes que provocam um
aumento do metabolismo energético e por isso um aumento da producdo de ROS, induziu um
aumento do stress oxidativo suficiente para promover a longevidade. Esta relacdo foi evidente
com a reducdo da disponibilidade da glucose na C. Elegans através do inibidor da glicdlise,
induzindo um aumento da respiracdo e por isso um aumento do consumo de oxigénio (34).
Este estado provocou um aumento da producdo de ROS e consequente aumento do consumo
da atividade antioxidante, resultando no aumento da longevidade deste organismo. Num outro
estudo com ratinhos, a hipotermia foi associada a um aumento da longevidade, apesar da
diminuicdo das taxas respiratérias e do aumento da producdo de ROS (35). A auséncia da
enzima antioxidante mitocondrial, NADH cinase, com um papel crucial na defesa
antioxidante do fungo filamentoso Podospora Anserina, favoreceu também a longevidade da
espécie (36). O uso de antioxidantes para combater o stress oxidativo é outro exemplo que
ndo demonstrou resultados benéficos para a satde e em alguns casos foram mesmo associados
a um aumento da incidéncia de patologias com efeitos adversos no envelhecimento. Um
estudo realizado em humanos adultos de ambos os géneros, revelou um aumento da
incidéncia de melanoma nas mulheres que tomaram diariamente, durante aproximadamente 7
anos, uma cépsula contendo a combinacéo de varios antioxidantes (vitamina C, vitamina E, -
caroteno, selénio, zinco) (37-39). Por um lado, ndo ha duvidas sobre o efeito lesivo e toxico

das ROS sobre o organismo, bem como o seu papel preponderante no processo de
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envelhecimento. Por outro lado, alguns ensaios clinicos registaram uma relacéo positiva entre
0 aumento do stress oxidativo e a longevidade dos organismos (fungos, leveduras,
camundongos) em estudo. Estes resultados aparentemente contraditorios, relativamente ao
papel das ROS no envelhecimento, podem ser explicados com base no conceito de hormesis.
Segundo este conceito, baixas doses de ROS podem ser fundamentais para o organismo criar
mecanismos de resisténcia ao stress oxidativo e assim aumentar a esperanca de vida mas a
acumulacdo e exposicao a doses demasiado elevadas de ROS é prejudicial para o organismo,
promovendo a mortalidade precoce. Este fenomeno, conhecido como hormesis mitocondrial
ou mitohormesis, tem sido atribuido ao papel ativo das ROS como moléculas de sinalizacédo
responsaveis pela comunicacdo entre a mitocdndria e outros compartimentos celulares, em
resposta a estimulos fisioldgicos e patofisioldgicos. Varias descobertas recentes, indicam que
niveis adequados de ROS sdo necessarios para o hormal funcionamento de vias de sinalizacao
intracelular importantes para a promocdo de um metabolismo saudavel e de longevidade. O
papel fundamental das ROS como moléculas de sinalizacdo, nomeadamente de perdxido de
hidrogénio produzido principalmente pelo complexo IllI, tem sido particularmente evidente
em resposta a hipoxia (40-44). O aumento da producdo de H,O, durante a hipoxia requer o
transporte de eletrdes no complexo 111 da cadeia respiratéria mitocondrial e é responsavel pela
ativacdo da HIF-a (do inglés Hypoxia Inducible-Factors), proteina reguladora de genes que
promovem a sobrevivéncia em estados de défice de oxigénio. As ROS geradas nos Qo e Qi
sites do complexo 11l sdo libertadas para a matriz e/ou espaco intermembranar/citoplasma,
sendo evidente uma maior importancia das moléculas de sinalizacdo oxidantes provenientes
do citoplasma. Os estudos indicam a libertacdo de superdxido do Qo site do complexo Il para
0 espaco intermembranar e consequente libertacdo de H,O, no citoplasma. Existem também
evidéncias que a inibicdo do complexo Il resulta na reducdo da formacdo de ROS induzida

pela hipoxia, indicando a importancia do complexo Il na formacéo de ROS responsaveis pela
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sinalizacdo intracelular (42). Um outro exemplo da importancia das ROS como moléculas de
sinalizacdo, é também evidente na sua relacdo com a inflamacdo, em que a oxidacdo de
proteinas resulta na libertacdo de sinais inflamatorios, sendo a forma oxidada da
peroxirredoxina (PRDX2, do inglés Peroxiredoxin-2) uma das proteinas libertadas em
resposta aos estimulos inflamatorios. As células inflamatorias sdo sensiveis as ROS e sua
funcdo é regulada pela presenca de oxidantes, ou seja, as enzimas pro-inflamatdrias podem ser
ativadas por genes reguladores, como o NF-kB (do inglés Factor Nuclear kappa B) em
resposta a formacdo de oxidantes (45). Todas estas descobertas constituem evidéncias
indiretas que suportam o conceito de hormesis mitocondrial e sugerem a importancia da
funcdo de sinalizacdo das ROS na resposta antioxidante ao stress oxidativo (gerado pelas
mesmas), no sentido de promover a longevidade e prevenirem as alteracbes biologicas
relacionadas com o envelhecimento. A resposta do organismo ao stress € um dos mecanismos
mais evoluidos e melhor conservado com um papel determinante no envelhecimento e
longevidade (24).

O papel protetor das ROS néo é referido na Teoria dos Radicais Livres, sendo apenas
referido o seu efeito prejudicial no organismo. O conceito de hormesis mitocondrial permite-
nos compreender melhor a influéncia do stress oxidativo no envelhecimento e no
funcionamento dos mecanismos condicionantes da longevidade. Neste sentido, surgem novas
perspetivas para a aplicacdo de métodos anti envelhecimento ou promotores da longevidade

como a restricdo calorica.
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O mTOR e seus antagonistas

A manipulacdo farmacoldgica ou genética da via de sinalizacdo da proteina alvo da
rapamicina, TOR (do inglés Target Of Rapamycin), mais concretamente a inibicdo da sua
atividade, tem sido associada em alguns estudos com varios organismos modelos (leveduras,
minhocas, moscas e mamiferos), a um aumento da longevidade e a um envelhecimento
saudavel (46). Em 2009 surgiu a primeira indicacdo que a inibicao da via de sinalizacdo TOR,
neste caso recorrendo ao uso de rapamicina, poderia promover a longevidade em mamiferos,
apos um estudo realizado em ratos geneticamente heterogéneos em trés laboratdrios diferentes
(47). A TOR é uma proteina serina/treonina cinase que regula o crescimento celular, a
imunidade, a plasticidade sinaptica, o envelhecimento e 0 metabolismo em varios organismos,
desde a levedura ao humano (48, 49). A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR,
do inglés mammalian Target Of Rampamycin), também conhecido como FRAP1 (proteina
associada a rapamicina) ou RAFTL1 (proteina alvo da rapamicina) tem um papel fundamental
na integracdo de sinais provenientes de alteracdes nos fatores de crescimento, na
disponibilidade de nutrientes, no balanco energético, no estado oxidacdo-reducdo e noutros
fatores de stress fisioldgico. A convergéncia destes sinais no complexo mTOR induz a
ativacdo de processos celulares como a traducdo do mRNA, a sintese proteica, a autofagia, a
proliferacdo e o crescimento celular que tém um papel preponderante na adaptacdo ao
ambiente e na longevidade dos organismos (50). De referir que os principios do mecanismo
de transducdo de sinal utilizado por uma célula baseiam-se numa interacdo entre proteinas
especificas numa determinada ordem e a sua fosforilacdo ou desfosforilagdo. Essas proteinas
podem ser quinases, fosfatases, GTPases e moléculas adaptadoras sem atividade enzimatica

intrinseca (51).

27



Complexos mTOR e a sua atividade

Nos mamiferos, a mTOR é a subunidade catalitica de dois complexos distintos, o
MTORC1 (do inglés mTOR complex 1) e mTORC2 (do inglés mTOR complex 2), formados
pela associacdo do mTOR com outros componentes moleculares. A atividade enzimatica do
MTOR nestes complexos 1 e 2 € regulada pelas proteinas raptor (do inglés regulatory-
associated protein of mTOR) e rictor (do inglés rapamycin-insensitive companion of mTOR),
respetivamente. O complexo mTORC1 é ainda constituido pela LST8 que também entra na
constituicio do mTORC2 juntamente com a Sinl (proteina cinase mitogénio-ativada

associada a proteina 1) (49).

Complexo mTOR 1
Sinalizacdo a montante de TOR (Figura 1)

A atividade do mTORCL é regulada por multiplos fatores, nomeadamente fatores de
crescimento, lesbes de macromoléculas como o ADN, hipoxia, défice ou excesso de
nutrientes, entre outros. A proteina Rheb GTPase é a principal molécula envolvida na
ativacdo deste complexo, sendo a sua atividade inibida pelo complexo TSC1/2 que converte a
Rheb-GTP na forma inativa Rheb-GDP e assim reduz a atividade do mTORC1. O complexo
TSC1/2 é inativado por varios fatores de crescimento, ao ser fosforilado pelas cinases ERK1/2
e Akt. Pelo contrario, determinados estimulos ativam o complexo TSC1/2 através da ativacdo
da proteina cinase AMP (restricdo caldrica e lesdo do DNA) ou da REDD1 (hipoxia),
resultando na inativacdo da Rheb e inibicdo do mTORCL.

Os nutrientes apresentam uma importante funcdo de regulacdo da atividade do
mTORC, existindo evidéncias recentes que sugerem a inibicdo do mTORC1 através da
fosforilagcdo do raptor pela AMPK, uma via independente do complexo TSC1/2. Assim na

presenca de aminoacidos, 0 mMTORCL1 também pode ser ativado, por uma via independente do
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TSC1/2, através Rag GTPases que transporta o0 complexo do citoplasma para as membranas
lisossomais, onde é ativado pela Rheb. Outra hipotese de ativacdo do complexo mTORCL1 na
presenca de aminodcidos, resulta da interacdo entre a leucil-tRNA sintetase com a Rag,
promovendo a formacdo do complexo RagA/B-RagC/D e a sua ativacdo (RagA/B-GTP e

RagC/D-GDP) (52).

Sinalizacdo a jusante de TOR (Figura 1)

A via sinalizagdo do mTORCI1 na sintese proteica envolve a enzima S6 cinase 1
(S6K1) e o fator de iniciacao da traducdo eucarittica 4E ligado a proteina 1 (elF-4BP1 do
inglés eukaryotic translation initiation fator 4E binding protein-1). A fosforilacdo do elF-
4BP1 pelo complexo mTORC1 provoca a sua dissociacgdo, inibindo o seu efeito de supressdo
sobre a traducdo do mMRNA e promovendo assim a sintese proteica. No caso da enzima S6K1,
a fosforilacdo induz a sua ativacdo e promove assim a traducdo do mRNA (52). Estudos com
varios organismos modelos, nomeadamente o ratinho (53) evidenciaram o papel regulador da
longevidade do mTORCL1 através da delecdo da enzima S6K1, uma vez que a sua delecéo
induz a reducdo da atividade do mTORCL1 e estd associada a um aumento da longevidade
nestes organismos. No entanto, o estudo dos ratinhos ndo inclui a comparacdo com jovens
adultos, de modo a esclarecer se os efeitos observados resultam de um atraso do
envelhecimento ou se sdo consequéncias independentes do processo de envelhecimento.

O complexo mTOR1 estd também envolvido na inducdo da lipogénese atraves da
ativacdo dos fatores de transcricdo SREBP1 e PPARYy (do inglés peroxisome proliferator-
activated recetor), na promog¢éo do metabolismo oxidativo; na biogénese mitocondrial através
da ativacdo do PGCla/YY1 e na inibicdo da autofagia através da fosforilacdo do complexo

ULK1-Atg13-FIP200 (53).
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Complexo mTOR?2

Relativamente ao mTORC2 (Figura 1), os mecanismos de ativacdo ainda ndo estdo

bem esclarecidos, apenas recentemente se descobriu a influéncia de fatores de crescimento

como a insulina, na sua ativacdo (54). E conhecido no entanto, a influéncia do mTORC2 no

metabolismo, na apoptose, na organizacdo do citoesqueleto e na resposta ao stress através da

ativacdo de véarias AGC cinases. Este complexo pode também ativar o complexo mTORC1

através da inativacdo do complexo TSC1/2, quando estimulado por

crescimento(52).
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A promocdo da traducdo do mRNA e a consequente sintese proteica € uma das

principais fungdes do mTORC1, sobretudo quando as condi¢fes do meio e do organismo séo
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favoraveis ao crescimento. Alguns estudos com varios organismos, nomeadamente leveduras,
nematodes, moscas da fruta e ratos, demostraram que a regulacao da traducdo do mRNA pode
influenciar a longevidade. Mutacdes na enzima S6K, o aumento da expressao do alelo ativado
da 4E-BP, mutacGes de fatores iniciadores da traducdo ou em proteinas ribossomais
evidenciaram um aumento da longevidade dos organismos em estudo. No entanto, a razdo
pela qual a reducdo da traducao proteica esta associada a um atraso do envelhecimento ainda
ndo estd bem esclarecida. H4 quem defenda que o processo resulta da reducdo global da
traducdo, permitindo a reparacdo e manutencdo das proteinas danificadas ou outra hipotese
sera a dependéncia de uma elevada sintese proteica por parte das patologias relacionadas com
a idade (55). Também existem evidéncias, nomeadamente num estudo realizado com
leveduras (56), que a traducdo diferencial de determinados mMRNA tem maior influéncia que a
reducdo global da traducdo de mRNA. Este estudo sugere que a inibicdo do mTORC1
favorece o aumento da traducdo do ativador de transcricdo (Gen4) que regula a expressao de
genes envolvidos na resisténcia ao stress.

Os mecanismos de regulacdo da traducdo do mRNA pelo mTORC1 ainda ndo estdo
bem esclarecidos e segundo algumas investigacdes podem ser diferentes entre mamiferos e
invertebrados (55). Um estudo recente realizado com fibroblastos de rato colocou algumas
duvidas sobre o principal regulador da atividade do mTOCRL1 na traducdo do mRNA nos
mamiferos, indicando que o 4E-BP possa assumir esse papel em vez da enzima S6K1 (57).
Esse mesmo trabalho sugeriu diferencas no mecanismo de traducdo diferencial do mRNA

entre invertebrados e mamiferos.

Autofagia
A autofagia € um processo catabolico essencial na degradacdo lisossomica de

organelos e macromoléculas disfuncionais que permite a reciclagem de aminoacidos em
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periodos de fome, sendo uma das respostas do organismo ao jejum ou défice nutricional. Este
processo é também regulado pelo mMTORC1, em que varios genes alvo do complexo mTOR 1
estdo envolvidos na iniciacdo da formacdo do autofagossoma em células de mamiferos,
incluindo os genes Atgl3, ULK1 e ULK2. Numa situacédo de jejum, o mTORC1 dissocia-se
do complexo formado pelas proteinas Atgl3 e ULK1/2, permitindo a sua desfosforilacdo e
consequente ativacdo da ULK1 e da ULK2 que desencadeia o processo da autofagia (50).

Tem-se observado, nomeadamente num estudo com ratos (58), uma diminuicdo da
atividade autofagica com envelhecimento, resultando na acumulacgéo de proteinas e organelos
degenerados, uma disfuncdo celular comum no processo de envelhecimento. Além disso, a
disfuncdo da autofagia tem sido associada ao aparecimento de patologias do envelhecimento,
como Cancro, Diabetes, Patologia cardiovascular e Patologia neurodegenerativa. Num outro
estudo realizado com ratos com Doencga de Huntington, a inibicdo da mTORC1 induziu a
autofagia, visivel através da reducdo da toxicidade e dos agregados de poliglutamina (59). O
aumento da longevidade, em varios organismos invertebrados, promovido pela inducdo da
autofagia através da inibicdo do mTORCL1 é mais um forte argumento a favor da relacdo entre
a regulacdo do processo autofagico, a atividade do mTORC1 e o envelhecimento (55).

No entanto, a dificuldade em quantificar o fluxo autofagico, em determinar se
autofagia € suficiente para aumentar a esperanca de vida na auséncia da inibicdo do mTORC1
(55) e se a indugdo da autofagia € acompanhada dos mesmos beneficios da inibicdo do
mTORC1, sdo alguns dos obstaculos a comprovar o papel da autofagia na promocdo da
longevidade. A escassez de estudos que comprovem esta relacdo em mamiferos e humanos,
tambem ndo permite avaliar a consisténcia deste mecanismo como regulador do

envelhecimento em organismos superiores/vertebrados.
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Mitocondria

Como referido anteriormente, a mitocondria é essencial a producdo da energia celular
através da fosforilacdo oxidativa, processo este que esta associado a formacédo de ROS. Varios
estudos demonstraram que o stress oxidativo resultante do aumento das ROS tem um papel
importante no envelhecimento dos mamiferos. Ha também um consenso relativamente ao
papel da mitocondria como determinante da longevidade, apoiado por algumas investigacdes
que associam a incidéncia de patologias do envelhecimento em individuos com défice de
funcdo mitocondrial, nomeadamente por acumulacdo de muta¢6es no ADN mitocondrial (60).
O mTORCL1 regula a funcdo mitocondrial através da expressao dos genes do recetor ativado
por proliferadores do peroxissoma y (PPARy do inglés peroxisome proliferator-activated
recetor gamma) e do coativador 1 alfa (PGC-1a do inglés peroxisome proliferator-activated
recetor gamma coactivator 1-alpha) com um papel crucial na biogénese mitocondrial em
varios tecidos. Em células do musculo esquelético, a inibicdo do mTORCL1 pela rapamicina
estd associada a um aumento da expressdo destes e outros genes, resultando na reducdo da
expressao de genes mitocondriais, do potencial de membrana mitocondrial e do consumo de
oxigénio (50).

Estudos em leveduras também evidenciaram o papel preponderante da mitocdndria na
longevidade através da reducdo da atividade do mTORC1, mas essa inibicdo resultou no
aumento do potencial da membrana mitocondrial e no aumento da produgdo superéxido em
quantidade suficiente para promover a adaptacdo ao stress oxidativo (hormesis mitocondrial)
e assim aumentar a longevidade (61). Numa outra investigacdo com ratinhos, a reducéo da
atividade do mTORCL1 esta associada a um aumento da respiracdo mitocondrial, sugerindo
uma relagdo semelhante entre 0 mTORCL1 e a fungdo mitocondrial em mamiferos (62). No

entanto, nesse mesmo estudo ha referéncia a outros estudos em diferentes tecidos com
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resultados contraditorios relativamente ao controlo positivo ou negativo da funcéo
mitocondrial pelo mTORC1, sugerindo uma dependéncia dos efetores do mTORCL1 que se
encontram em cada tecido. Apesar disso, ha consenso quanto a influéncia do mTORC1 na
homeostase mitocondrial dos mamiferos, sendo provavelmente um dos mecanismos pelo qual
regula a longevidade. E assim necessario realizar mais estudos noutros tecidos e noutras
espéecies de mamiferos, nomeadamente nos humanos, para se comprovar e consolidar esta

relacao.

Inflamacéo

Tendo em conta que a influéncia da inflamacdo no desenvolvimento de patologias do
envelhecimento e que a atividade aumentada do mTORC1 estimula o processo inflamatorio, €
possivel que a reducdo da inflamacao seja outro mecanismo pelo qual a inibicdo do mTORC1
possa prevenir o aparecimento destas patologias e assim prevenir o envelhecimento nos
mamiferos (55). Em estudos recorrendo ao uso de rapamicina, foi demonstrado uma reducéo
dos efeitos anti-inflamatérios em vaérias patologias, nomeadamente na insuficiéncia renal
cronica em ratos (63) e placas aterosclerdticas em células humanas em cultura (64). Este
resultado pode no entanto resultar de efeitos da rapamicina independentes do mecanismo do

mTORCI.

Existem mais alguns mecanismos que tém vindo a ser estudados como possiveis
reguladores da longevidade por intermédio do mTORC1. No entanto, tal como nos referidos
neste trabalho, é necessario realizar mais investigagdes, sobretudo em mamiferos e humanos,
que comprovem a sua influéncia na longevidade em organismos vertebrados. A complexa
rede de processos em que a via de sinalizagdo mTOR esta envolvida torna dificil definir os

mecanismos através dos quais 0 mTORC1 influéncia verdadeiramente a longevidade.
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Possivelmente a influéncia do eixo mTOR, sobretudo do complexo mTOR 1, na longevidade

resulta do efeito conjunto dos varios mecanismos em que se encontra envolvido.

Rapamicina

A rapamicina é um farmaco inibidor da via de sinalizacdo mTOR, preferencialmente
do complexo mTOR 1. No entanto, ha evidéncias que o tratamento crénico com rapamicina
inibe tanto o MTORC1 como o0 mTORC2. Como ja referido anteriormente, a relacdo entre a
inibicdo farmacoldgica ou genética do eixo mTOR e o aumento da longevidade em animais
invertebrados, nomeadamente leveduras, nematodes e moscas da fruta, estd comprovada por
varios estudos nessa area (47).

Relativamente ao uso rapamicina em mamiferos, o primeiro estudo foi realizado em
2009 e comprovou um aumento do tempo de vida dos ratinhos que ingeriam rapamicina. Esta
investigacdo foi realizada em trés laboratérios independentes, com ratinhos geneticamente
heterogéneos para evitar suscetibilidades a patologias decorrentes de um determinado
gendtipo. O estudo avaliou 2 grupos de ratinhos, um com animais com 270 dias e outro com
animais com 600 dias (equivalente a um humano adulto, de aproximadamente 60 anos) (47).
Este estudo demonstrou um aumento da longevidade em ambos 0s grupos e para ambos 0s
sexos, apesar de os resultados serem menos consistentes para o grupo de animais com 270
dias. O aumento no tempo de vida destes animais esta de acordo com o papel da inibicdo do
eixo mTOR no atraso do processo de envelhecimento em mamiferos, no entanto ndo prova a
existéncia de alteracdo do processo de envelhecimento através do estudo de varios orgaos, e
de processos celulares normalmente alterados pela idade. O aumento da longevidade néo
significa necessariamente uma reducdo dos efeitos do envelhecimento, essa alteragcdo poderia

resultar principalmente da diminuicdo de patologias que limitam aumento da esperanca de
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vida como o cancro, uma vez que varios estudos demonstraram os efeitos antineoplasicos da
rapamicina (65-67). No sentido de esclarecer se o efeito antineoplasico seria o principal fator
ou apenas um dos efeitos benéficos da rapamicina no atraso do envelhecimento, um grupo de
investigacdo liderado por Frauke Neff (68) realizou um estudo em larga escala para avaliar
um grande numero de fenotipos estruturais e funcionais caracteristicos do processo de
envelhecimento em varios tipos de células, de tecidos (total de 25) e orgdos. Tendo em conta
que ja se tinha comprovado em varios estudos, o efeito da administracdo cronica de
rapamicina na longevidade nos dois sexos, neste estudo avaliaram apenas ratinhos C57BL/6J
macho em 3 coortes com diferentes faixas etarias: 4 meses (juventude), 13 meses (meia-
idade) e 20-22 meses (idade avancada). E, no entanto, limitante o estudo de um género e de
apenas uma estirpe de ratinhos consanguineos, assim como a dimensdo das amostras. Neste
estudo, um grande numero de fendtipos avaliados ndo apresentou alteracdes com o uso da
rapamicina e dos que apresentaram melhorias, a maioria demonstrou ser independente da
idade, uma vez que se encontravam alterados tanto no grupo de ratinhos envelhecidos como
no grupo mais jovem. Esta investigacdo evidenciou também uma diminuicdo na prevaléncia
de lesBes cancerosas e pré-cancerosas nos animais tratados com rapamicina. A melhoria na
aprendizagem e memodria, 0 aumento da atividade exploratéria, o aumento dos glébulos
vermelhos e a melhoria da funcdo cardiaca representam alguns das efeitos coincidentes nos
dois grupos de ratinhos, sendo a nefrotoxicidade e a gonadotoxicidade os principais efeitos
adversos que ndo tém impacto suficiente para afetar a qualidade de vida. A melhoria da
cognicdo € particularmente importante no envelhecimento pelo seu papel fundamental na
qualidade de vida do ser humano. Um outro estudo recente (69) demonstrou também alguns
beneficios com o uso da rapamicina, nomeadamente da lipose hepatica, dos niveis de
atividade motora e dos nucleos atipicos nos cardiomiocitos, ndo avaliando no entanto a

dependéncia dos efeitos em relacdo ao processo de envelhecimento. Os resultados destes
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estudos, sobretudo do trabalho de Neff e da sua equipa, sugerem que os efeitos da rapamicina
estdio com maior probabilidade associados a diminuicdo da incidéncia de patologias
limitadoras da longevidade do que aos efeitos da rapamicina no processo de envelhecimento
em mamiferos. A principal patologia limitadora é o cancro, sendo responsavel por uma alta
percentagem de mortalidade em algumas estirpes de ratos (70), como é o caso da estirpe
C57BL/6J usada no estudo de Neff et al. Para esclarecer a verdadeira influéncia da
administracdo de rapamicina, bem como possiveis efeitos adversos sao necessarios mais
estudos com diferentes estirpes de ratos ou com outras espécies de mamiferos cujas principais

causas de morte ndo sejam a patologia neoplasica.

O papel das Telomerases

Os telomeros consistem em sequéncias repetitivas de ADN (TTAGGG nos
vertebrados) revestidas por proteinas especializadas, conhecidas como shelterins e constituem
as extremidades dos cromossomas lineares. O numero de sequéncias repetitivas varia entre
cromossomas e entre espécie (71). Alguns estudos demonstram algum componente de
hereditariedade relativamente ao comprimento médio dos telomeros, no entanto existe alguma
heterogeneidade/variacdo gerada na linha germinativa (71-73). Durante a divisdo celular na
mitose, devido a replicacdo incompleta, uma vez que a ADN polimerase é incapaz de replicar
a extremidade 3' da cadeia original, a nova cadeia de ADN sintetizada é sempre mais curta
gue a molécula original de ADN. Assim, com as sucessivas divisdes mitoticas ocorre um
encurtamento dos cromossomas, mas a perda de informacéo genética é evitada em parte pela
estrutura terminal, os telomeros, constituidos por longas sequéncias de ADN que néo

codificam genes especificos. A taxa de erosdo/encurtamento dos telémeros parece variar de
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cromossoma para cromossoma, segundo um estudo que demonstrou uma maior taxa de
encurtamento cromossomico num cromossoma X inativo relativamente aos cromossomas
autossomicos e ao cromossoma X ativo, por influéncia de fatores epigenéticos (74). Por isso,
é possivel que a diferenca do comprimento médio entre cromossomas especificos possa ser
gerada durante a proliferacdo e envelhecimento (75). As células humanas normais tém um
limite de capacidade de divisdo, quando os telémeros atingem um comprimento critico,
conhecido como limite de Hayflick (76), sendo ativados mecanismos que impedem a
proliferacdo celular, nomeadamente através da proteina supressora tumoral p53 (77). A
prevencdo do reconhecimento indesejado de quebras da dupla cadeia de ADN (DSB do inglés
Double-Strand Break) pelos mecanismos de reparacdo do ADN, assim como a evicc¢do da
fusdo topo a topo dos cromossomas sdo outras funces importantes dos telémeros. Quando os
cromossomas sdo demasiados curtos para proteger as extremidades dos cromossomas e as
proteinas shelterin ndo sdo suficientes para evitar a acdo dos mecanismos de reparacdo do
ADN, existem outros mecanismos protetores como a via de sinalizacdo ATM (do inglés
ataxia telangiectasia mutated) e ATR (do inglés ataxia telangiectasia and Rad3 related), a
juncdo de extremidades quebradas ndo-homodlogas (NHEJ do inglés classical non-
homologous end-joining), a NHEJ alternativo, a recombinacdo homdloga e ressec¢do, que
evitam a afecdo do material genético. A fusdo de cromossomas topo a topo, a formacao de
aneuploidias e translocagdes ndo reciprocas sdao alguns dos marcadores de instabilidade dos
Cromossomas.

E também possivel a reparacdo dos telémeros através da acdo da telomerase, uma
ribonucleoproteina com atividade de transcriptase reversa que adiciona sequéncias especificas
e repetitivas de ADN a extremidade 3' dos cromossomas de células eucarioticas. A telomerase
humana é um complexo enzimatico constituido pelos seguintes componentes: uma

componente proteica com atividade de transcriptase reversa (TERT, codificada pelo gene
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hTERT), uma componente de ARN (TERC, codificada pelo gene hTERC), a disquerina
(codificada pelo gene DKC1) que confere conformacao e estabilidade adequada a componente
de ARN, bem como outras proteinas que contribuem para a sua estabilidade. A sua expressdo
esta reprimida na maior parte das células maturas dos humanos e por isso ha um encurtamento
dos telomeros com o envelhecimento, mas encontra-se ativa nas células estaminais adultas e
embrionarias (78). A transcricdo, o splicing alternativo, as modificacGes pos-traducdo de
varios componentes e do préprio complexo enzimatico sdo alguns dos fatores que influenciam
a expressdo da telomerase. O oncogene c-Myc e o0s estrogénios sdo exemplos de fatores que
estimulam a sua expressdo, enquanto as proteinas supressoras tumorais Rb e p21 inibem a sua

expressao (71).

Dinamica dos telomeros e atividade das telomerases no envelhecimento

Na maioria das espécies a expressdo da telomerase ndo se encontra restringida e 0s
organismos morrem antes de atingirem o comprimento critico dos telomeros, ao contrario do
gue acontece com o ser humano e algumas outras espécies. Um outro facto interessante nos
mamiferos é a evidéncia de uma relacdo inversa entre o comprimento dos telomeros e a
longevidade dos organismos (79, 80). Tendo em conta que 0s animais maiores estao sujeitos a
um maior numero de divisdes celulares e vivem mais tempo, a acumulacdo de mutacdes é
também maior, por isso os telémeros curtos podem funcionar como um mecanismo evolutivo
de supressdo tumoral (81), dada a maior probabilidade de carcinogénese. Esta € uma possivel
explicacdo para esta relacdo inversa, mas ha, no entanto, algumas exce¢des como o rato
toupeira pelado, o esquilo cinzento que tém telomeros mais curtos e tém uma esperanca média
de vida muito superior (mais de 20 anos) comparado com a maioria dos roedores proximos da

sua espécie (82). Neste estudo com roedores, foi também evidente uma supressdo da atividade
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da telomerase com o aumento da massa corporal, podendo representar uma adaptacdo dada a
maior probabilidade de desenvolver cancro. Infelizmente, estes mecanismos supressores
tumorais tém um custo, o encurtamento dos teldmeros na maioria dos nossos tecidos com o
envelhecimento contribui para a perda da capacidade regenerativa dos tecidos e para a
insuficiéncia organica observada em idades avangadas. Varios estudos sugerem uma enorme
influéncia da biologia e da disfuncdo dos telomeros na longevidade dos mamiferos (83), como
foi demonstrado num estudo com ratos com défice de atividade da telomerase que induziu
uma reducdo no comprimento dos telomeros e um envelhecimento precoce (84).

Nos seres humanos, o comprimento dos telomeros exibe uma ampla variabilidade em
qualquer idade, ou seja, individuos com idades diferentes podem ter os telomeros com o
mesmo comprimento. Esta variabilidade opfe-se a hipotese do telomero como marcador ou
mecanismo do envelhecimento, assim como dificulta a sua compreensao e o seu estudo (78).
E, no entanto, consensual que existe um encurtamento dos telémeros com a replicacdo das
células somaticas e por isso com o envelhecimento, funcionando como um "mitotic clock".
De notar que esta erosdo dos telomeros como a divisdo celular no organismo humano é
variavel entre células e tecidos (71). Telomeros demasiado curtos tornam-se disfuncionais e
desencadeiam a via de sinalizacdo envolvida na resposta a danos do ADN que pode provocar
a apoptose das células afetadas (85). Alguns estudos em humanos demonstraram uma
correlacdo positiva entre o encurtamento dos telémeros e o envelhecimento (86, 87), assim
como uma associacdo direta entre o encurtamento dos telémeros e a incidéncia de patologias
relacionadas com o envelhecimento, nomeadamente Doenca Arterial Coronaria (88, 89). Um
outro exemplo de estudo que apoia esta hipotese, demonstrou um aumento da mortalidade
relacionada com o aumento da incidéncia de Patologia cardiaca e infeciosa em individuos
(idade superior a 60 anos) com teldémeros mais curtos nas celulas sanguineas (90). Existe, no

entanto, uma outra investigagdo com menor tempo de estudo e realizada em individuos entre
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0s 73 e 101 anos que ndo confirmou esta associacao (91). Estudos realizados em individuos
com e sem deméncia, neste caso associada a Doenca de Alzheimer, também demonstraram
uma relacao entre telémeros mais curtos e pacientes com deméncia ou com um pior estado de
deméncia (baixo score no MMSE (do inglés Mini-Mental State Examination) (92, 93). Nos
ultimos anos, varios estudos sugerem também que fatores relacionados com um estilo de vida
pouco saudavel e mortalidade precoce estdo também associados a telomeros mais curtos. O
stress cronico (94), o tabagismo (95), a obesidade (95, 96), a exposicdo ocupacional a
poluentes (97) sdo alguns desses fatores, enquanto habitos de vida saudaveis como uma dieta
saudavel e a pratica de exercicio aerdbio surgem pelo contrario associados a telomeros mais
longos (98, 99). O stress oxidativo surge num estudo associado a um aumento da taxa de
encurtamento dos telomeros, podendo indicar que o encurtamento dos telémeros pode néo
refletir apenas o historial proliferativo da célula mas também a acumulacdo de lesdes
oxidativas neste caso (100). Algumas sindromes de envelhecimento prematuro resultantes de
mutacdes nas proteinas de reparacdo do ADN, nomeadamente a Sindrome de Hutchinson-
Gilford e a Sindrome de Werner, sdo também caracterizadas por um aumento da taxa de
encurtamento do telémeros (13, 101). As mutacdes em genes que expressam componentes da
telomerase humana provocam um encurtamento dos telomeros e estdo associadas a uma
incidéncia aumentada de fibrose pulmonar idiopatica e anemia aplastica (102-104). Todas
estas evidéncias apoiam fortemente, a teoria de que a acumulacdo de telémeros curtos ou
lesados, nomeadamente por défice de atividade da telomerase, é uma das principais causas de
lesdo do ADN, causando perda da capacidade regenerativa dos tecidos do organismo humano
no envelhecimento.

Num estudo realizado com fibroblastos humanos em cultura foram detetadas proteinas
CRAMP (do inglés cathelin-related antimicrobial peptide) e EF-1alfa (do inglés elongation

factor-lalfa, stathmin) que sdo secretadas em resposta ao impacto da disfuncdo telomérica na
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funcdo celular ao longo do envelhecimento e nos individuos que sofrem de patologias
cronicas. Estas proteinas podem assim funcionar como biomarcadores do envelhecimento

humano, com utilidade clinica nas terapias aplicadas em idosos (105).

A telomerase como enzima promotora da longevidade

Num estudo recente com individuos centenarios, foi demonstrado que estes
apresentam telomeros mais compridos que os do grupo de controlo e que telémeros mais
longos estdo associados a uma maior protecdo contra patologias do envelhecimento, bem
como uma melhor fungdo cognitiva. Nessa investigacao foi também detetado um haplétipo da
hTERT que esta associado tanto a uma maior longevidade como a um maior comprimento dos
telomeros, o que sugere uma relacdo entre a variacdo genética da telomerase e uma melhor
manutencdo do comprimento dos telomeros, um envelhecimento saudavel e uma longevidade
excecional (106).

Com a excecdo dos ratos geneticamente modificados para serem resistentes ao cancro,
0 aumento da expressdo de telomerase estd associado a uma maior suscetibilidade para o
desenvolvimento tumoral tanto em ratinhos como em humanos (107). A expressdo
constitutiva da telomerase é caracteristica de quase todas as células cancerigenas e por isso
animais transgénicos com expressdo aumentada da subunidade catalitica da telomerase
(mTERT) desenvolvem cancro em idades precoces, como foi demonstrado num estudo com
ratinhos (108). Com o objetivo de se avaliar os potenciais beneficios do aumento da atividade
da telomerase sem a influéncia tumoral, foi realizado um estudo com ratinhos altamente
resistentes ao cancro através da expressdo de supressores tumorais (p53, p16, p19ARF), no
qual se observou um aumento da longevidade média em 40% e algumas propriedades de

rejuvenescimento (109). Na maior parte dos estudos realizados, era o promovido 0 aumento
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da expressdo da TERT desde o desenvolvimento embrionario, o que provavelmente favorecia
a expansao de celulas cancerigenas e o desenvolvimento de cancro mais tarde. Por isso, uma
equipa de investigadores (107) decidiu avaliar os efeitos no envelhecimento quando se
aumenta a expressdo da TERT numa fase mais avancada da vida dos animais (ratinhos
adultos) com recurso a terapia génica sem aumentar o risco tumoral. Recorreram ao uso de
um virus adenoassociado recombinante (rAAV, do inglés recombinant Adenoassociated
Viruses), mais concretamente o vetor AAV9, para administrar a enzima mTERT, uma vez que
estes vetores apresentam uma taxa de integracdo no genoma muito baixa e por isso perdem-se
facilmente na alta taxa de proliferacdo celular caracteristica das células tumorais, nédo
promovendo o seu desenvolvimento. Esta intervencdo permitiu a reativacdo da atividade das
telomerases num grande ndmero de tecidos com varios beneficios na salde dos animais em
estudo, incluindo atraso do desenvolvimento de osteoporose e de resisténcia a insulina,
melhoria da funcdo metabdlica, melhoria da coordenacdo neuromuscular e da capacidade
cognitiva. Associado a estes efeitos de rejuvenescimento, foi detetado um aumento global de
telomeros longos e uma reducdo de telémeros curtos, 0 que comprova a acdo da telomerase na
prevencdo da erosdo dos telémeros numa grande variedade de tecidos. Neste estudo, ficou
ainda demonstrado que a forma mutante da mTERT incapaz de promover a extensdo dos
telomeros, ndo estava associada a um aumento da longevidade nem a efeitos de
rejuvenescimento, o que indica a dependéncia da atividade da transcriptase reversa da
telomerase no atraso do processo de envelhecimento (107). Este resultado constitui também
uma evidéncia adicional para a influéncia do encurtamento dos telémeros no declinio
funcional dos tecidos nos mamiferos.

A extrapolacdo de resultados obtidos em estudos com ratos para humanos, ndo é
consensual. Um estudo realizado com células tumorais renais de murino cujos telémeros tém

um comprimento semelhante ao das células humanas, revelou uma diferenca fundamental na
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regulacdo da atividade da telomerase entre 0 humano e o rato (110). Numa outra investigacéo
mais recente, realizada com o objetivo de comparar a biologia do telomeros nas duas espécies
(humano e ratinho), conclui-se que apesar de a deficiéncia de telomerase acelerar o
encurtamento dos telomeros em ambas as espécies, as consequéncias nos diferentes orgaos e
no organismo em si sdo muito divergentes (78). Apesar dos progressos feitos nos Gltimos
anos, com a utilizacdo da telomerase para a promocdo da longevidade sem aumentar a
incidéncia de cancro, a sua aplicagdo em humanos vai requerer estudos em humanos ou
organismos modelos com funcionamento semelhante aos humanos. Estudos recentes indicam
que o peixe-zebra pode ser um bom modelo (111), uma vez que apresenta telomeros com um
comprimento semelhante ao humano e a expressdo de telomerase nas células somaticas néo é

suficiente para prevenir o seu encurtamento com o envelhecimento.

Dieta, restricao caldrica e seus miméticos

A importancia da dieta no atraso do envelhecimento e na promocdo da longevidade
em organismos modelos e roedores é consensual (112-115). Dados epidemioldgicos e
experimentais comprovam que a dieta tem um papel central na patogénese das doencas
relacionadas com o envelhecimento e no préprio mecanismo do envelhecimento. Mais
concretamente, a ingestdo caldrica, o timing das refei¢cGes e os nutrientes que fazem parte da
nossa alimentacgdo estdo envolvidos nas doencas crénicas do envelhecimento e no processo de
envelhecimento do organismo humano (112). Varios alimentos foram classificados como
alimentos “antienvelhecimento”, nomeadamente os feijoes, o chocolate negro (principalmente
atribuido aos flavonoides presentes no cacau), 0 peixe, 0s vegetais, 0s cereais integrais, as

nozes e 0 abacate (rico em gorduras monoinsaturada, vitaminas e antioxidantes), sobretudo
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pelas suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (116). Relativamente a restricdo
caldrica (RC), a sua influéncia no aumento da longevidade é controverso como se demonstrou
em estudos com roedores, principalmente no que diz respeito ao tipo de restricdo caldrica
aplicado e a altura da vida em que se inicia a RC nas varias estirpes de ratos e camundongos
(117). ARC, ou seja, a reducdo da ingestdo calorica mantendo uma dieta equilibrada (com um
nivel adequado de todos os constituintes), € o unico metodo reprodutivel experimentalmente
que promove um aumento da longevidade em varias espécies animais (118).

Os mecanismos envolvidos na RC ainda nao foram completamente esclarecidos, mas
existem alguns mecanismos que muito provavelmente influenciam o papel da RC no processo
de envelhecimento e na promoc¢do da longevidade. Informacgbes recolhidas em estudo em
organismos modelos animais (levedura, minhoca, mosca) e roedores indicam que estes
mecanismos S80 0S Mesmos nas varias espécies e muito provavelmente estdo relacionados
com a diminuicdo da atividade das vias de sinalizacdo do metabolismo energético proteico,
como o eixo mTOR (mechanistic target of rapamycin) e o IIS (insulin/insulin-like growth
factor 1 signalling) (113, 119). Estudos genéticos evidenciam o papel da via metabdlica
mTOR no aumento da longevidade através da RC em leveduras e neméatodes. A delecdo de
genes codificadores de componentes homdélogos do mTOR e de outros componentes, como 0
S6K e o0 4E-BP1, impedem a replicacdo do efeito da RC na promocdo da longevidade (55).
Vaérios estudos sugerem também uma associacdo entre processos regulados pelo mTOR
(incluindo a autofagia e a traducdo do mRNA) e o efeito da RC na longevidade. O eixo
MTOR e o eixo IS apresentam uma forte ligacdo ao mediarem a atividade um do outro,
principalmente através da familia FOXO (do inglés Forkhead Box O) como foi demonstrado
em estudos realizados com moscas da fruta e com células de mamiferos (55). Alguns estudos
sugerem que os efeitos da RC calorica poderdo estar relacionados com a redugédo do stress

oxidativo em varios tecidos, como foi demonstrado num estudo com roedores, bem como a
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reducdo de marcadores do stress oxidativo evidente num estudo com humanos. O aumento da
resisténcia ao stress pode ser explicado pela hormesis mitocondrial, uma hipotese que relne
consenso, em que 0s baixos niveis de stress associados a baixa ingestdo de nutrientes
estimulam o aumento da atividade de vias de resisténcia ao stress, nomeadamente a ativagdo
de genes codificadores da FOXO3 (do inglés Forkhead Box O3), cuja expressdo é aumentada
pela RC (120). Algumas evidéncias também sugerem que essa reducdo podera resultar da
diminuicdo da atividade metabdlica e consequente subproducdo de ROS. Aparentemente,
alguns dos efeitos saudaveis da RC poderdo também ser parcialmente atribuidos a regulacédo
da homeostasia energética através da ativacdo das sirtuinas, sobretudo da SIRT-1. Por ultimo,
a via de sinalizacio mTOR, como ja foi referido anteriormente, € uma via sensivel a
disponibilidade energética e de aminoacidos, e este mecanismo tem por isso, também, alguma

responsabilidade nos efeitos da RC (121).

O papel da restricao caldrica e da dieta saudavel na longevidade

O papel da restricdo caldrica na promocdo da longevidade foi comprovado ha
aproximadamente 80 anos num estudo com ratos (122). Desde entdo, varios estudos
confirmaram a associacdo entre a RC e o0 aumento do tempo de vida de varias espécies,
nomeadamente a levedura, a mosca, a minhoca e o macaco (112, 113, 123). Em organismos
superiores, como 0s roedores, 0s macacos e 0 humano, esta reducdo da ingestdo calorica esta
também associada a um atraso da perda da funcionalidade e a diminuicdo da incidéncia de
patologias do envelhecimento, com se demonstra pela alteracdo de marcadores metabolicos
destas patologias (113). Muitas das adaptacOes estruturais, metabdlicas e hormonais
observadas nos roedores sujeitos a um regime de RC, como redugdo da massa gorda, aumento

da sensibilidade a insulina, reducdo da inflamag&o e da lesdo oxidativa, s&o também evidentes
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nos estudos com macacos e com humanos. As alteragdes observadas em ratos e humanos,
apresentam, no entanto, algumas diferencgas, como é exemplo a reducdo do nivel sérico da
IGF-1 (do inglés Insulin Like Growth Factor) evidente nos roedores e que em humanos
apenas se verifica caso a ingestdo proteica também seja reduzida (113). Num estudo realizado
com ratos (machos), quando aplicado um regime de RC de 60% numa dieta essencialmente
constituida por soja rica em proteina, quase um terco dos ratos morreu sem lesdes
morfologicas severas que fossem consideradas a causa de morte dos animais (124). H4 um
argumento contra o efeito da RC no aumento da longevidade, confirmado por um estudo com
roedores com ancestrais selvagens, que sugere o efeito da RC calérica como um fendmeno de
laboratério que ndo se verifica em animais selvagens (125). Neste estudo, 0 aumento da
longevidade dos animais selvagens sujeitos a CR ndo foi estatisticamente significativo.

Os regimes de alternate-day fasting (ADF) e de restricdo do aporte da metionina séo
outros exemplos de dietas que também estdo associados a um aumento da longevidade, a um
atraso no desenvolvimento de alteraces caracteristicas do envelhecimento, a prevencdo de
doencas crénicas em algumas espécies de roedores. O ADF consiste hum regime que
geralmente envolve um "feast day" no qual a comida é consumida ad libitum que alterna com
um "fast day" no qual o consumo é reduzido, ou seja, limita-se a ingestdo caldrica e ndo se
altera a frequéncia das refeicdes. Em humanos, o regime ADF esta também associado a
modulacédo de fatores de risco através de alguns efeitos metabdlicos positivos (por exemplo, 0
aumento dos niveis séricos de HDL (do inglés High-Density Colesterol) e diminuicdo dos
triglicerideos) (114, 126). E possivel que a redugio de uma determinada fonte de calorias seja
mais importante que a reducdo da ingestdo calorica total, como indicam também estudos
realizados em moscas e leveduras (127). Estudos em humanos com varios regimes
alimentares, nomeadamente vegans, CRONies (do inglés Calorie Rstriction with Optimal

Nutrition) e atletas com alto consumo proteico demonstraram concentragdes mais baixas de
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IGF-1 nos regimes alimentares com baixo consumo proteico, 0 que sugere uma maior
influéncia da ingestdo proteica relativamente a ingestdo calérica na modulacéo dos niveis de
IGF-1 (112). S&o necessarios mais estudos para estabelecer os verdadeiros beneficios da ADF
e dos regimes de restricdo proteica, sobretudo em humanos.

Os primatas ndo-humanos sdo um modelo adequado para o estudo do envelhecimento
humano, tendo em conta as suas semelhancas anatémicas, fisioldgicas e comportamentais. Na
atualidade existem apenas dois grupos de investigadores (National Institute on Aging (NIA) e
0 Wisconsin National Primate Research Center (WNPRC)) a estudar o impacto da RC no
envelhecimento saudavel e na longevidade em espécies primatas ndo-humanas. Ambos 0s
estudos utilizaram a espécie de macacos Rhesus (esperanca media de vida de
aproximadamente 27 anos e longevidade maxima aproximadamente 40 anos) durante 20 anos
e aplicaram um nivel de RC de 30%, tendo sido observada uma diminui¢cdo da ingestdo
caldrica associada ao envelhecimento po6s idade adulta em ambos os estudos. O macaco
Rhesus (macaca mullatta) com o envelhecimento, exibe muitos dos fen6tipos observados nos
humanos, nomeadamente a redistribui¢do da gordura corporal, a perda de tonus muscular, o
branqueamento do cabelo e a perda da elasticidade cutdnea. Uma outra semelhanca séo as
patologias do envelhecimento (diabetes, neoplasia, sarcopenia, perda da densidade Ossea e
declinio da funcdo imunoldgica) cujas manifestacdes clinicas também aumentam, nesta
espécie de primatas, com o avancar da idade (128).

No estudo NIA (129), foram utilizados macacos de vérias idades, agrupados por faixas
etarias, com o objetivo de avaliar o impacto da idade com que se inicia a RC nos processos
bioldgicos relacionados com o envelhecimento. Os animais de estudo foram divididos em
dois grupos: young-onset and old-onset, com 0s animais com idade superior ou igual a 16
anos a pertencerem ao old-onset. Neste estudo, foi considerado que o grupo de controlo tinha

um regime alimentar ad libitum, apesar de ndo ter acesso continuo a alimentos (alimentados

48



duas vezes por dia com base na idade e peso). Ap6s 0s 26 anos de idade, a diminuicdo da
ingestdo calorica carateristica do envelhecimento conduz a uma diminuicdo da dieta por RC
inicialmente aplicada aos grupos controlo (o nivel de RC passou para 20% nos machos e 12%
nas fémeas). Os resultados obtidos ao fim de 20 anos de estudo ndo demonstraram um
aumento da longevidade/esperanca média de vida dos macacos do grupo sujeito a RC em
comparacdo com o0s do grupo controlo, em nenhum dos grupos etarios. No old-onset
verificou-se ainda que as causas de morte do grupo de estudo comparativamente ao grupo de
controlo ndo apresentavam diferencas significativas, no que respeita a doencas do
envelhecimento, como a doenca cardiovascular e a neoplasia, a serem igualmente
representadas nos dois grupos. Apesar deste estudo ndo demonstrar um aumento da
longevidade, é evidente uma melhoria de varios parametros metabolicos e da funcdo global,
mais concretamente, no old-onset foi observada uma diminuicdo dos niveis séricos de
triglicerideos, colesterol, concentracdo da glicémia em jejum e niveis inferiores do
isoprostano, um indicador de stress oxidativo. Em relacdo ao grupo young-onset, conclui-se
gue existe um atraso do desenvolvimento de patologias relacionadas com o envelhecimento, o
que indica uma diminuicédo da incidéncia destas patologias quando a RC ¢ iniciada em idades
jovens. E importante ter em conta que esta investigacdo ainda ndo terminou, uma vez que
50% dos animais do young-onset ainda estdo vivos, e por isso a curva final da longevidade
ainda ndo foi obtida. Os dados obtidos nos 20 anos de estudo indicam uma reducdo da
incidéncia de cancro no young-onset (nenhum caso identificado até ao momento), bem como
uma melhoria da regulacdo dos niveis de glicose. Nos dois grupos RC, young and old-onset,
0s animais demonstraram uma fragilidade do sistema imune apds o regime de RC, apesar da
melhoria dos parametros imunologicos. Um outro estudo realizado em primatas sugere que
pode haver um periodo 6timo durante a vida adulta para se iniciar a RC de modo a melhorar a

imunidade destes animais, ao atrasar a senescéncia das células imunoldgicas (130).
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O estudo WNPRC (131) que incluiu apenas animais adultos demonstrou um atraso na
incidéncia de patologias do envelhecimento (neste caso avaliou-se a incidéncia de cancro,
diabetes, doenca cardiovascular e atrofia cerebral), uma diminuicdo da incidéncia de mortes
relacionadas com o envelhecimento e um aumento significativo da longevidade que é a
principal diferenca em relacdo ao estudo NIA. A diferenca entre o impacto da RC na
longevidade dos primatas dos dois estudos pode ser explicada pela diferenca ha composicéao
das dietas implementadas, nomeadamente as fontes de proteina, gordura, composicdo em
sacarose, bem como os suplementos usados em cada estudo. A dieta do WNPRC rica em
proteinas e hidratos de carbono refinados e processados assemelha-se a dieta ocidental,
enquanto a dieta do NIA € uma dieta mais saudavel, rica em peixe e alimentos de origem
vegetal pouco processados que se assemelha a uma dieta mediterranea. Esta constatacao apoia
a importancia da composicédo da dieta, além da RC, na longevidade dos primatas. Uma outra
diferenca entre os dois estudos foi o regime alimentar aplicado ao grupo controlo do estudo
NIA que nao foi verdadeiramente ad libitum, este ponto pode explicar a auséncia de diferenca
significativa entre a longevidade no grupo de estudo e o grupo de controlo. Assim, a dieta
mais saudavel dos animais do estudo NIA e alimentacdo ligeiramente restritiva do grupo de
controlo deste estudo podem explicar a auséncia de diferenca estatistica significativa na
longevidade entre o grupo sujeito a RC e o grupo controlo, uma vez que tanto 0s macacos
macho do grupo RC como os do grupo de controlo apresentam um tempo de vida mais longo
(aproximadamente 45%) que os macacos rhesus mantidos em cativeiro (117). Por outro lado,
a alimentacdo ad libitum usada no estudo WNPRC pode ndo simular verdadeiramente a
alimentacdo deste animais no habitat natural e por isso 0 aumento da longevidade no grupo
sujeito a RC pode ser um fendmeno laboratorial como resultado da alimentagdo do grupo de
controlo ndo ser semelhante a alimentagdo do animal selvagem e que por isso induz uma

mortalidade precoce. Por Gltimo, as diferentes origens dos macacos usados nos dois estudos
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podem também contribuir para a diferenca dos resultados obtidos. Os macacos usados no NIA
sdo oriundos da China e india e por isso apresentam uma maior diversidade genética
relativamente aos macacos oriundos da India, usados no estudo WNRPC. Um estudo
realizado com roedores de diferentes estirpes demonstrou que a RC afeta de forma diferente a
longevidade destes animais, o que levanta a hipotese de o aumento da longevidade com a RC
ndo ser universal (igual para todos os gendétipos) e que o nivel de RC benéfico possa variar de
estirpe para estirpe (132).

Relativamente a influéncia da RC na longevidade humana, existe uma enorme lacuna
de resultados e de conclusdes, pela normal dificuldade em se realizar estudos de longa
duracdo com a sobrevivéncia como ponto de avaliacdo. Existem, no entanto, varios estudos
gue demonstram inUmeras adaptacfes metaboOlicas como a melhoria de parametros
bioquimicos e de biomarcadores de longevidade em grupos sujeitos a RC ou em grupos de
individuos que praticam RC com ingestdo adequada de nutrientes como por exemplo 0s
CRONIles (do inglés Calorie Restriction with Optimal Nutrition). Neste Gltimo grupo, é
provavel que os efeitos benéficos resultem nao inteiramente da RC, mas da alta qualidade dos
alimentos consumidos por estes praticantes de RC. De referir que os biomarcadores de
longevidade ou envelhecimento sdo parametros que refletem a idade funcional e fisioldgica,
estes sofrem alteracdes significativas relacionadas com o envelhecimento e a sua evolucéo
pode ser modificada através de intervencGes/tratamentos que promovem a longevidade. A
temperatura corporal e hormonas como a insulina e a DHEA-S (do inglés
dehydroepiandrosterone sulfate) foram identificados como marcadores da longevidade em
roedores e macacos. Presume-se que estes biomarcadores sejam indicadores da esperanca de
vida e que possam ser mensurados de forma confiavel (133).

Hoje, sabe-se que a nutrigdo tem um papel fundamental na prevencéo de doencas do

envelhecimento como as Patologias cardiovasculares, a Diabetes tipo 2 e as Neoplasias.
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Algumas estatisticas indicam que 80% dos casos de Doenca Arterial Coronaria e de Diabetes
tipo 2, bem como 40% dos casos de neoplasias, podem ser prevenidos através da modificacdo
dos habitos alimentares (120). Informacdo obtida em estudos epidemiologicos e
experimentais sugere que a ingestdo calorica, e a frequéncia das refei¢cdes, assim como 0s
nutrientes/alimentos que constituem a nossa dieta estdo envolvidos na patogénese destas
doencas e na biologia do proprio envelhecimento (112). Vérias investigacdes associam a
ingestdo de proteina de origem animal, acidos gordos saturados e sal a um elevado risco
cardiovascular, assim com o protetor do consumo de frutos e vegetais. Recentemente foi
demonstrado que o metabolismo por parte da flora intestinal da fosfatidilcolina e I-carnitina
presentes na carne vermelha estd associado a producdo de N-Oxido de trimetilamina que
promove a aterosclerose que por sua vez aumenta o risco cardiovascular (134, 135). A dieta
mediterranea rica em alimentos de origem vegetal (legumes, vegetais, fruta, sementes, frutos
secos, azeitonas), consumo limitado de alimentos de origem animal (carne vermelha e ovos),
vinho tinto a refeicdo e com o peixe e 0 azeite virgem como fonte primaria de gordura é um
exemplo de dieta que demonstrou reduzir a incidéncia de Patologia cardiovascular, Diabetes
tipo 2, Hipertensdo Arterial e Obesidade (116). O estudo de individuos (homens e mulheres)
que praticam um regime de RC com ingestdo adequada de alimentos, nomeadamente 0s
considerados no CRONIes, demonstra uma protecéo contra a Obesidade Abdominal, Diabetes
tipo 2, Dislipidémia, Hipertensdo Arterial, Doenga Aterosclerética e inflamacdo. Estes
individuos apresentam uma melhoria de véarios pardmetros metabolicos, como baixos valores
de colesterol LDL e triglicerideos, pressdao arterial sistélica extremamente baixa, baixos
valores de proteina C-reativa e de glicose no sangue (80 mg/dl) e espessamento da artéria
carotida comum muito inferior aos valores encontrados em individuos com dietas ocidentais.
Apesar de algumas das alteracOes referidas anteriormente, também se encontrarem em

individuos vegan estritos e sem restricdo na ingestdo calorica, outros parametros como o
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colesterol HDL, a adiponectina, 0 TNF-a, a hormona triiodotironina e os niveis de glicémia
ndo apresentam valores tdo favoraveis, o que sugere a importancia da RC além da qualidade
da dieta (112). Estudos em varios modelos animais, demonstraram que a RC € também uma
das mais potentes intervencdes fisiologicas para protecdo contra a incidéncia de cancro (136).
Em humanos é consensual que o aumento da adiposidade estd associado a um aumento da
incidéncia de varios tipos de cancro, mas o efeito anti tumoral da RC em humanos ainda é
desconhecido, apesar da melhoria de alguns pardmetros como a reducdo dos niveis de
insulina, de hormonas sexuais e de citoquinas inflamatorias, habitualmente envolvidos na
Patologia neoplasica. Existe também uma forte associacdo entre a concentracdo serica de IGF-
1 e o risco de incidéncia de varias neoplasias (137). Os niveis de IGF-1 e de aminoacidos
essenciais estimulam as vias de sinalizacdo PI3K/AKT e mTOR que como referido
anteriormente estdo envolvidas no controlo da apoptose e proliferacdo celular, ou seja, no
desenvolvimento de neoplasias e no envelhecimento. A sua inibicdo tem um papel crucial no
atraso do envelhecimento e no aumento da longevidade (112, 113).

O estudo CALERIE(133) é o primeiro estudo randomizado que pretende examinar o0s
efeitos da RC de longa duracdo no processo de envelhecimento em adultos ndo-obesos com o
apoio do NIA e decorre em trés centros clinicos (Washington University, Tufts University, and
Pennington Biomedical Research Center). Numa primeira fase, 61 individuos foram sujeitos a
um regime de RC de 20-30% durante 6-12 meses. Numa segunda fase que ainda se encontra
em execucdo, pretende-se avaliar os efeitos da RC de 25% em 250 voluntéarios entre os 21 e
0s 45 anos. Os resultados da primeira fase do estudo foram favoraveis com reducdo dos
valores de dois dos trés biomarcadores de longevidade, da temperatura corporal e da
concentracdo da insulina em jejum. Outras alteracfes positivas encontradas foram a reducgéo
da gordura visceral e subcutdnea em 27% (sem alteragdo da distribuicdo no abddémen),

reducdo da incidéncia de patologias do envelhecimento como a Diabetes tipo 2, melhoria da
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sensibilidade a insulina (no entanto sem significancia) e da resposta das celulas beta a
glicémia, reducdo do risco cardiovascular em 28% (reducao dos triglicerideos, reducdo da
pressdo arterial sistolica, aumento do colesterol HDL), adaptacdo com reducdo do
metabolismo energético e reducdo do stress oxidativo do ADN. Relativamente as adaptacfes
enddcrinas tal como nos CRONIes, os resultados indicam uma reducdo dos niveis da hormona
tiroideia T3 que estd associada a uma reducdo da taxa metabolica. Outros parametros
enddcrinos como as concentragdes de GH, IGF-1 e a DHEA-S nédo se encontravam alteradas,
0 que podera estar relacionado com a curta duracdo do estudo e com a idade cronologica dos
individuos do estudo na altura em que iniciaram o regime de RC, uma vez que macacos que
iniciaram a restricdo calorica em idades avancadas também ndo sofreram uma atenuacdo da
diminuicdo dos valores da DHEA associada ao envelhecimento. Os niveis de atividade fisica
espontanea ndo melhoraram, no entanto os participantes reportam uma melhoria da
capacidade fisica. Um outro pondo de avaliacdo deste estudo foi a possibilidade de efeitos
negativos da RC no bem-estar psicologico, funcionamento cognitivo e humor que séo
fundamentais para a qualidade de vida. Neste estudo a restri¢do calérica ndo foi associada ao
desenvolvimento de sintomas de distdrbios alimentares, nem a reducdo da qualidade de vida,
nem a humor depressivo ou disfuncdo cognitiva, na verdade muitos destes pontos até
melhoraram (133) (Figura 2). Esta primeira fase do estudo da-nos algumas informac6es sobre
um regime de curta duracdo, para ja ainda ndo ha resultados da fase 2 que corresponde a um

estudo de maior duragdo.
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Resposta Comportamental/Psicologica

Desenvolvimento de sintomatologia de distUrbios alimentares
e | Desinibicéo
e | Compulséo alimentar
e | Preocupacao sobre a forma e tamanho corporal
e > Medo de engordar
e Comportamento Purgativo/Bulimico
Humor Depressivo
e | Avaliagdo multifatorial da escala de depressao de sintomas de disturbio alimentares
e > Classificacdo subjetiva da fome, sensagéo de estdbmago cheio e desejo de comer
Qualidade de vida
e 1 Aptidédo Fisica
e > Vitalidade
Performance Cognitivo
e > Memoria Verbal

e > Memodria a curto-prazo e retengédo

Figura 2. Sumario da resposta psicoldgica e comportamental a um regime de RC em humanos
durante 6 meses.

Adaptado de Redman LM, Ravussin E. Caloric restriction in humans: impact on
physiological, psychological, and behavioral outcomes. Antioxid Redox Signal.
2011;14(2):275-87. (133)

As Unicas informac6es relativas a um regime de longa duracdo foram obtidas a partir
do estudo da populacdo de Okinawan (120), a populacdo do mundo com maior longevidade,
com uma alta prevaléncia de individuos centenarios (50 por 100000 pessoas, 4-5 vezes
superior a media da maioria dos paises industrializados) e na qual os fatores nutricionais
parecem ter um papel relevante. Esta populacdo apresenta um perfil de doencas crénicas que
contrasta com a maioria dos paises desenvolvidos, como uma percentagem de mortalidade
relacionada com a doenca arterial coronéria e com neoplasias muito inferior, 80% e 40%

respetivamente, quando comparada com a populacdo americana. A informacéo
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epidemioldgica, demografica e nutricional de 5 décadas (da década de 50 até a década de 90)
desta populagéo sugere um defice energético da populacdo adulta consistente com um regime
de restricdo caldrica (de 11% de acordo com a equacdo de Harris Benedict, 1785 Kcal por
dia). As adaptacdes metabdlicas a este regime incluem um baixo peso corporal, uma altura
inferior e um baixo IMC (indice de Massa Corporal). Poderia argumentar-se que esta
longevidade poderia ser influenciada por fatores genéticos, no entanto a vantagem da
longevidade "desapareceu’ nas gera¢des mais jovens coincidindo com a alteracdo do regime
alimentar. H4 quem defenda esta alteracdo nas geracdes mais jovens com base nas alteracdes
epigenéticas resultantes da RC nas geracdes anteriores, no entanto as alteraces dos habitos
alimentares conjugada com estilo de vida pouco ativo das sociedade moderna explica
perfeitamente o0 novo perfil dos habitantes mais jovens de Okinawa. Além da RC, as
propriedades dos alimentos da dieta tradicional (alguns mimetizam os efeitos biologicos da
RC) desta populacdo também podem contribuir para esta longevidade excecional. As batatas-
doces, acafréo, alimentos de origem marinha ricos em carotenoides (como as algas), gengibre
e pimentos sao alguns dos alimentos que fazem parte da dieta desta populacdo. A sua dieta €
rica em compostos como 0s carotenoides, flavonoides e outros fitoquimicos que mimetizam a
restricdo caldrica e induzem uma resposta adaptativa ao stress oxidativo. Muitos destes
compostos também funcionam como ativadores das sirtuinas e sdo potentes ativadores da
transcricdo do FOXO3 que tem um papel chave na via de sinalizagdo insulina/IGF-1. Como
referido anteriormente, variacGes alélicas do gene FOXO3 sugerem uma forte associacdo
deste com a longevidade humana. A dieta da populacdo de Okinawa sugere assim que uma
dieta rica em alimentos de origem vegetal, fontes magras de proteina e gorduras saudaveis, 0
que se assemelha a dieta Mediterrdnea, parece ser a escolha prudente para uma maior

longevidade e maior qualidade de vida (120).
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O estilo de vida tradicional mediterraneo, além de ser caracterizado pelo consumo de
determinados tipos de alimentos (ja referidos) também se caracteriza pela pratica de atividade
fisica diaria. Outros locais do mundo, incluindo Sardenha em Itdlia, Loma Linda na
California, Peninsula de Nicoya na Costa Rica e Icaria na Grécia também pertencem a Blue
Zones, um conceito usado para identificar areas geograficas e demogréaficas onde as pessoas
apresentam uma longevidade acima da média. Niveis elevados de atividade fisica diéria,
atitude positiva, dieta rica em fruta, plantas silvestres e vegetais, assim como um baixo
consumo de carne sdo alguns dos habitos de vida comuns a estas populacdes (116). O
consumo de vegetais e fruta tem sido associado a uma reducdo da mortalidade em populacdes
idosas, sobretudo devido a alta concentracdo de polifendis, carotenoides, acido folico e
vitamina C (116). O estudo da populacdo de Icaria, 0 consumo moderado de peixe
demonstrou estar associado a uma baixa prevaléncia de sintomas depressivos e uma melhoria
da funcdo renal entre individuos idosos, sobretudo devido ao efeito anti-inflamatério e
antioxidante dos acidos gordos essenciais omega-3 (116). Um estudo também demonstrou que
0 consumo de azeite (rico em oleuropeina) caracteristico da dieta Mediterranea promove a
reducdo da extensdo do enfarte e a protecdo do miocardio da lesdo oxidativa apds um evento
coronario agudo (138).

A influéncia da RC no atraso do processo de envelhecimento e na promocdo da
longevidade em humanos, ainda ndo € verdadeiramente conhecida. Os dados recolhidos de
grupos sujeitos RC de longa duracdo como os CRONIles e a populacdo de Okinawa
demonstram adaptacfes consistentes com um atraso do envelhecimento, no entanto € dificil
perceber se a melhoria dos biomarcadores de longevidade, dos parametros metabdlicos ou
mesmo longevidade acima da média estdo associados a reducdo da ingestdo calorica ou a
qualidade da dieta. E consensual que a dieta tem um papel crucial qualidade de vida e no

atraso do envelhecimento, no futuro € necessario investigar se a RC por si sO permite
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influenciar a longevidade, bem como o nivel de RC adequado a cada organismo e a idade
ideal para se iniciar a RC. De acordo com alguns estudos, nomeadamente em roedores, é
provavel que a ingestdo calorica adequada e essencial para uma vida saudavel varie de
individuo para individuo sendo por isso necessario descobrir biomarcadores que nos ajudem a
ajustar o nivel de RC a aplicar de modo a evitar a fome e a ma nutricdo. Um outro ponto que €
necessario esclarecer com mais investigacGes, € a compreensdo dos efeitos da ingestdo
proteica e influéncia da composicédo proteica da dieta no envelhecimento, independentemente

de outros fatores de risco modulados pela RC.

Sirtuinas e miméticos da RC

A aplicacdo da RC em leveduras resultou na descoberta do papel das sirtuinas, uma
familia de genes que tem a sua atividade aumentada durante a RC, possivelmente responsavel
pela regulacdo da longevidade em varios organismos modelos, incluindo moscas e minhocas
(139). Mais tarde, nos humanos foram identificados genes ortélogos das sirtuinas envolvidos
na prevencdo de patologias associadas ao envelhecimento (140). Os mamiferos tém 7
sirtuinas: a SIRT-1, a SIRT-6 e a SIRT-7 sdo nucleares, a SIRT-3, a SIRT-4 e a SIRT-5 sdo
mitocondriais e a SIRT-2 é citoplasmatica. O gene mais estudado da familia das sirtuinas € o
SIRT-1 (ort6logo do Sir2 da levedura) que esta envolvido nas reacdes celulares de resposta ao
stress, nomeadamente na resposta ao stress oxidativo através da desacetilacdo de fatores de
transcricdo da familia FOXO que regulam genes antioxidantes como o SOD2 (141). O
aumento da expressdo deste gene em roedores € humanos demonstrou ser benéfico na
prevencdo e na evolugdo de determinadas patologias relacionadas com o envelhecimento,
como a Doenga de Alzheimer, a Diabetes, a Patologia cardiovascular, a Esteatose hepatica e a

resposta inflamatéria (140, 141). Relativamente a sua influéncia na longevidade dos
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mamiferos, nomeadamente ratos, 0 aumento da expressdo genética do SIRT-1
especificamente a nivel cerebral demonstrou estar associado com um aumento do tempo de
vida. Apesar disso, 0 aumento da expressdo deste gene em todo organismo ndo esta
relacionado com um aumento da longevidade (139). Ratinhos com um regime de RC vivem
mais tempo, mas a atividade da SIRT-1 parece auxiliar a regulacdo das alteracdes fisiologicas
e 0 aumento da longevidade, uma vez que um estudo com ratinhos SIRT-1 knockout num
regime de RC resultou na reducdo do tempo de vida destes animais (142). Um estudo
relativamente recente, sugere que a SIRT-6 tem potencial para influenciar a longevidade, uma
vez que a auséncia desta sirtuina em ratinhos esta associada a um encurtamento da
longevidade e 0 aumento da expressao desta em camundongos macho esta associada a um
aumento da longevidade (143).

Nos humanos, a Unica sirtuina que demonstrou estar verdadeiramente relacionada com
a longevidade é a SIRT-3, ja abordada anteriormente, em que alguns estudos demonstraram a
associacdo de polimorfismos do seu locus genémico com um aumento da longevidade (139).
Este gene também estd envolvido na ativacdo de enzimas que tém um papel crucial na
manutencdo do nivel celular das ROS. Um estudo com ratos SIRT-3 knockout demonstrou
gue estes ndo apresentavam reducdo da peroxidacdo lipidica e carbonilacdo proteica tipica da
RC (141). A SIRT-3 esta aumentada em varios tecidos (musculo esquelético, tecido adiposo e
tecido hepético durante a RC e € responsavel pela ativacdo de enzimas importantes para este
processo, envolvidas na oxidacdo de cadeias longas de &cidos gordos e na formacdo de
cetonas (143). A RC também induz a expressdo da SIRT-1 em humanos e a sua expressao
estd diminuida no tecido adiposo de individuos obesos. Um estudo demonstrou tambeém que a
prevencédo da neuropatologia amiloide, tipica da Doenga de Alzheimer, através da RC, podera
estar relacionada com a ativacdo da SIRT-1 (144). Alem disso, o resveratrol (um potente

ativador da SIRT-1) induz um aumento da lipolise no tecido adiposo humano (141). As
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sirtuinas reforcam a resisténcia das células dos mamiferos ao stress, ao regularem o
metabolismo, a resposta inflamatdria e aumentarem a capacidade para lidar com as ROS.
Estes mecanismos perdem eficacia com o envelhecimento e por isso a estimulacdo da
atividade das sirtuinas pode representar uma intervencdo adequada para atenuar este declinio

da funcéo fisioldgica no envelhecimento (143) (Figura 3).

hggg{iigg;'j‘égge Figura 3 O efeito da ativacdo
e Neurodegeneration homeostasis gspecifica .de_ determinada
C SIRT coitd isoforma das sirtuinas nas doengas
Hepatic caracteristicas do envelhecimento.
Hearing loss —— | steatosis Quando ndo had certeza na
SIRT4, literatura se o mais benéfico é a
Cardiovascular ativacdo ou a inibi_gt_'?lo da sirtuina,
disease p cell estas sdo classificadas como
dysfunction 1 ’
SIRT4 disputed”. No caso do cancro, 0

efeito antissupressor tumoral de

M Increased algumas sirtuinas depende do tipo

adiposity ) .
—— celular e do tecido e por isso
oriene H'H 13
life span | classifica-se ~ como  “cell-type
Insulin disparities”.
resistance
Hall JA, Dominy JE, Lee Y,
— I_Dulgserver P. The sirtuin family's role

T1 SIRT2 in aging and  age-associated
pathologies. J Clin Invest.
2013;123(3):973-9. (143)

E consensual que a ativacdo das sirtuinas, sobretudo a SIRT-1 e SIRT-3, promove
uma atenuacédo das alteracOes fisiologicas caracteristicas do processo de envelhecimento dos
mamiferos, nomeadamente dos humanos, e que a RC aumenta a sua expressdo. No entanto a
sua influéncia na longevidade humana, a exce¢do dos polimorfismos da SIRT-3, ndo parece
ser significativa.

O resveratrol, um dos miméticos da RC mais amplamente estudado, ¢ um polifenol
abundante na casca das uvas vermelhas que chamou a atencdo da comunidade cientifica pela

sua associagdo com varios beneficios na satide, nomeadamente melhoria da funcéo cognitiva e
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dos fatores de risco cardiovasculares. Este mimético que estimula a atividade SIRT-1 ou do
ortologo Sir2, tem um efeito positivo na longevidade semelhante ao da RC, demonstrado por
alguns estudos que evidenciaram um aumento da longevidade de animais invertebrados como
a minhoca, a mosca da fruta e a levedura. Em espécies superiores como 0s roedores, 0
aumento da longevidade com suplementacdo com resveratrol apenas foi evidente em animais
com uma dieta altamente calorica e ndo com uma dieta padrdo, apesar de atrasar o declinio
cognitivo, fisioldgico e vascular. Nos humanos, os beneficios do resveratrol sdo especificos
de alguns tecidos, com melhoria dos fatores de risco cardiovasculares como a glicémia, a
frequéncia cardiaca e os triglicerideos. No entanto, a maioria dos estudos sugere que este tem
um efeito cardioprotetor apenas nos individuos de risco, por exemplo uma investigacao
relativa a suplementacdo com resveratrol demonstrou um aumento da sensibilidade em
individuos obesos mas ndo em individuos com um peso normal. Apesar de alguns efeitos
semelhantes com a RC, como a melhoria do stress oxidativo e da sensibilidade & insulina, na
minha opinido o resveratrol esta longe de ser um bom mimético da RC capaz de atrasar o

envelhecimento e influenciar a longevidade (121).

Influéncia do exercicio fisico no envelhecimento

O exercicio fisico pode ser definido como o uso dos musculos esqueléticos, numa
sequéncia sistematizada de movimentos de diferentes segmentos corporais, executados de
forma planeada e com um determinado objetivo a ser atingido. O exercicio fisico €
acompanhado por aumento do gasto energético em relacdo ao estado de descanso.

Os efeitos do exercicio fisico, segundo alguns estudos em humanos, parecem resultar

do aumento dos niveis da SIRT-1, da atividade da NAMPT (do inglés Nicotinamide
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phosphoribosyltransferase), da GLUT4 (do inglés Glucose transporter type 4) e da PGC-1a
nuclear (do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor gama coactivator 1 alfa)
acompanhados por um aumento da biogénese mitocondrial (145). A préatica de exercicio de
endurance ao longo da vida, esta associada a uma diminuicdo dos marcadores inflamatérios,
melhoria da sensibilidade a insulina e diminuicdo dos triglicerideos, independentemente da
idade. A maioria dos estudos conclui que o aumento do tempo investido na préatica de
exercicio fisico diminui os niveis de PCR (do inglés C-reactive protein), de IL-6 (do inglés
Interleukin-6) e em alguns casos de TNF-alfa (do inglés Tumor Necrosis Factor «), tanto em
ratos como em humanos (45, 146). De referir que os niveis de IL-6 e PCR normalmente estdo
elevados na populacdo idosa. Alguns estudos demonstraram que a pratica de exercicio fisico
previne 0 aumento da carbonilacdo proteica (marcador de stress oxidativo) associado ao
envelhecimento e induz um aumento da atividade das enzimas antioxidantes como a GPX1
(do inglés Glutathione Peroxidase 1), a SOD2 (do inglés Superoxide Dismutase 2) e a
catalase no musculo esquelético de ratos, assim como um aumento da atividade antioxidante
no musculo esquelético humano (147, 148). Os idosos devem praticar exercicio fisico com
intensidade apropriada a sua condicdo fisica, uma vez que uma intensidade desapropriada
pode esgotar a atividade antioxidante que tem um papel fundamental ao prevenir/minimizar o
aumento do stress oxidativo associado ao envelhecimento (148). Apesar do mecanismo pelo
qual a atividade antioxidante é estimulada num curto periodo apds o exercicio ser
desconhecido, a PGC-1a (do inglés Peroxissome proliferator-activated receptor gamma
coactivador 1-alpha) podera ter um papel importante na reducdo dos niveis de TNF-o e no
aumento dessa atividade antioxidante (147). Uma outra informacdo resultante de um estudo
realizado com ciclistas demonstrou uma maior atividade das enzimas antioxidantes CAT (do
inglés Catalase) e GPX em ciclistas profissionais relativamente a ciclistas amadores, o que

sugere uma associacdo entre o aumento da atividade antioxidante e capacidade maxima
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aerobia (VO2Max)(148). Apesar de a préatica regular de exercicio resultar na diminuicdo dos
niveis de IL-6, também € consensual que existe um aumento marcado dos niveis circulantes
de IL-6 ap0s a préatica de exercicio. A 1L-6 estimula a entrada em circulacdo das citocinas
anti-inflamatorias IL-1Ra (do inglés Interleukin-1 receptor antagonist) e IL-10, além de inibir
a producdo de TNF-o. E possivel que, com a prética regular de exercicio, os efeitos anti-
inflamatdrios destas sessfes “agudas” de exercicio, protejam o organismo contra a inflamacéo
cronica sistémica carateristica do envelhecimento (149, 150).

Varios trabalhos de investigacao indicam que a atividade fisica regular esta associada
a uma reducdo de aproximadamente 30% da mortalidade em geral e, por patologia
cardiovascular em particular, tanto no género masculino, como no feminino (151). A reducéo
deste risco corresponde entre 1 a 2 anos de vida adicional atribuidos a uma atividade fisica
adequada em detrimento de um estilo de vida mais sedentario (152). Os beneficios da
atividade fisica na mortalidade, sobretudo na mortalidade cardiovascular, estdo relacionados
com uma variedade de mecanismos protetores, incluindo efeitos na funcdo endotelial,

inflamacéo, densidade Gssea, entre outros (152) (Figura 4).
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Mecanismos Protetores

Melhoria da funcdo endotelial e estabilidade das placas aterosclerdticas
Reducéo da inflamag&o sistémica
Efeitos benéficos sobre a regulacdo autonomica da funcéo cardiovascular
Melhor controlo dos fatores de risco cardiovascular
e Aumento da concentra¢do do colesterol HDL
e Reducdo dos triglicerideos e do colesterol LDL
e Reducdo da presséo arterial
e Reducdo da massa gorda corporal
e Reducdo da resisténcia a insulina e melhoria do metabolismo da glicose
Potencial efeito antitrombotico e antiplaquetar
Mecanismos Cardiacos Intrinsecos
e Pré-condicionamento Isquémico com reducédo da lesdo do miocardio ap6s isquemia
prolongada
e Prevencdo das arritmias ventriculares induzidas por reperfusao
Melhoria da capacidade aerdbia (VO2Max)
¢ Reducdo da mortalidade em geral e da patologia cardiovascular em particular
e Melhoria da capacidade funcional, da qualidade de vida e da realizacdo das atividades
fisicas diarias
e Melhoria da fungéo pulmonar
e Melhoria da fun¢do hemodindmica central (débito cardiaco/volume sitolico)
e Melhoria do metabolismo do mdsculo esquelético
Melhoria da fun¢do do musculo esquelético (resisténcia fisica)
e Melhoria da forca e massa muscular desenvolvida pelos grupos musculares
e Melhoria do capacidade funcional muscular (resisténcia muscular)
e Melhoria da qualidade muscular, do recrutamento muscular e do tecido conetivo
e Reducdo dos défices funcionais e das comorbilidades
e Melhoria da qualidade vida e do da realizac&o das atividades diarias de forma
independente
Melhoria da densidade mineral 0ssea e da ultraestrutura 0ssea
Melhoria da fun¢do cromossémica
e Melhoria da atividade enzimética da telomerase
e Reducdo do encurtamento dos telémeros
Melhoria da fungdo cognitiva (treino aerébio e de resisténcia)

Figura 4. Mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes ao efeito positivo do exercicio fisico.

Adaptado de Gremeaux V, Gayda M, Lepers R, Sosner P, Juneau M, Nigam A. Exercise and
longevity. Maturitas. 2012;73(4):312-7. (152)
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Um estudo desenvolvido em mulheres com idade compreendida entre os 34 e 59 anos
e com estilo de vida sedentario (menos de 1h de atividade fisica por semana) conclui que estas
apresentam um aumento de 52% no risco de mortalidade em geral, bem como um aumento da
mortalidade por causa cardiovascular e neoplasica quando comparadas com mulheres ativas
fisicamente (153, 154). Muitos outros trabalhos de investigacdo, além da reducdo do risco
cardiovascular, demonstraram também uma relacdo inequivoca entre a atividade fisica regular
e a reducdo do risco de Diabetes tipo 2, Osteoporose, Obesidade, Neoplasia do célon e mama,
Disturbios de ansiedade e Depressdo, bem como reducdo do risco de quedas, prevencdo da
disfuncdo cognitiva e melhoria da memoria, da aprendizagem e da qualidade do sono (153,
155). Demonstrou-se também uma relacdo positiva entre a atividade fisica e a longevidade,
com o aumento da intensidade do exercicio fisico a resultar em beneficios positivos, como €
sugerido por estudos com ex-atletas olimpicos e atletas de alta competicdo que apresentam
maior longevidade quando comparados com um grupo controlo de individuos sedentarios
(152). Apesar de ndo ser consensual a associacdo entre treinos de alta intensidade e a
prevencdo da mortalidade precoce em atletas de elite, a maioria dos estudos em humanos
suporta que uma prescricao regular de exercicio aerébio de alta intensidade € uma intervencéo
atil para melhorar o estado de saude e a longevidade da populacdo em geral. Um exemplo
contraditério € a histéria dos membros da equipa de remo de Harvard de 1948 que morreram
prematuramente de patologia cardiaca (153). A incidéncia de morte subita de causa cardiaca é
também maior em jovens atletas do que em ndo atletas, o que pode ser explicado pela
manifestacdo de doencas cardiacas hereditarias quando estes sdo sujeitos a niveis intensos de
atividade fisica (153). A favor da atividade fisica intensa temos, como exemplos, 0s estudos
com participantes do Tour de France, campedes de ski finlandeses e atletas praticantes de
remo que demonstram uma relacdo positiva com a longevidade quando comparados com a

populacdo em geral (153). Um outro estudo de longa duracgdo realizado em Copenhaga
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conclui que a pratica de jogging (considerado um exercicio de alta intensidade) esta associada
a uma maior longevidade (superior a 6 anos que 0s ndo praticantes de jogging) (156). No
entanto, este aumento da longevidade pode estar relacionado com o estilo de vida saudavel
dos praticantes de jogging, funcionando como variavel de confundimento. Os beneficios do
exercicio incluem alguns dos beneficios da RC e outros distintos como a manutencdo da
capacidade aerdbia, da massa e forca muscular e a melhoria do metabolismo Gssea com
prevencdo da sarcopenia (2). Por isso, a combinacdo de RC com exercicio fisico pode
maximizar os efeitos benéficos destas duas intervencGes. Todas estas evidéncias sugerem que
a pratica regular de exercicio fisico moderado tem um papel preponderante no atraso do
aparecimento de alteracGes associadas com o envelhecimento, na reducdo do risco de morte
prematura e da qualidade de vida, mas sem atrasar o processo de envelhecimento. Tem assim,
um papel muito importante na prevencdo da mortalidade prematura e na realizacdo de uma
vida independente e ativa entre as pessoas idosas, mas sem alterar a longevidade maxima (2).
Uma populacédo de 63 individuos de ambos os sexos (idades compreendidas entre 65 e
95 anos) provenientes da mesma instituicdo, ou seja com uma dieta semelhante, foi dividida
em dois grupos de estudo: um de controlo e um grupo de exercicio (157). O grupo de
exercicio foi por sua vez dividido em dois grupos, um grupo que praticou exercicio aerobio e
outro que praticou treino de forca, trés vezes por semana durante 16 semanas. Este estudo
concluiu que os dois tipos de treinos resultam em beneficios semelhantes nos indicadores
metabolicos de salde, nomeadamente HDL-C (do inglés high Density lipoprotein
cholesterol), LDL-C (do inglés Low density lipoprotein cholesterol), DBP (do inglés
Diastolic blood pressure), TG (do inglés Triglycerides), TC (do inglés Total cholesterol),
BMI (do inglés Body mass index) e hs-CRP (do inglés High-sensivity C-reactive protein)

(157) (Figura 5).
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Before After

Body weight [kg] 73.1(11.0) 72.3(10.7)*
Waist circumference [cm] 93.9(10.1)  90.5(10.0)**
Body mass index [kg.m] 30.6 (5.0) 30.3 (4.9)*
Blood pressure [mm Hgl

Systolic 149.1 (20.7)  149.8(19.2)

Diastolic 76.6 (9.5) 74.2 (9.3)*
Triglycerides [mmol.L] 1.35(0.58) 1.20 (0.54)*
Total cholesterol [mmol.L-1] 5.64 (0.86) 5.29 (1.03)*
HDL-cholesterol [mmol.L] 1.31(0.25) 1.37 (0.32)*
LDL-cholesterol [mmol.L"] 236 (0.77)  2.05(0.86)**
Total Cholesterol/HDL-cholesterol 4.40 (0.92) 4,02 (0.81)**
hs-CRP [mg.L"] 5.41 (3.94) 3.99 (1.97)*
6-minute walk distance [m] 387.0(75.9) 437.2(82.5)**

Values are mean (SD).

*p < 0.05, **p < 0.01 compared with before.

HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; hs-
CRP, high-sensitivity C-reactive protein.

Figura 5. Grupo de exercicio.

Verissimo MT, Aragao A, Sousa A, Barbosa B, Ribeiro H, Costa D, et al. Effect of physical
exercise on lipid metabolism in the elderly. Rev Port Cardiol. 2002;21(10):1099-112. (161)

Relativamente a intensidade do exercicio fisico, dois estudos de um mesmo autor,
sendo um deles baseado em estudos observacionais, indicam que a intensidade esta
inversamente relacionada com a mortalidade (158, 159). No entanto, tal como é necessario
um determinado nivel de atividade fisica para obter resultados benéficos tambem existe um
limite aléem do qual os efeitos adversos se sobrepdem aos beneficios (160). Num outro estudo,
realizado em individuos com idades entre os 65 e 94 anos, integrados num programa de

exercicio fisico durante 8 meses com intensidade entre 60-80% da frequéncia cardiaca de
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reserva, implementado de forma gradual, obteve alteracdes lipidicas muito favoraveis (161).
O programa de exercicio aplicado, podera ser um bom modelo para a populacéo idosa, tendo
em conta a auséncia de complicacOes e a adesdo ao programa durante o estudo. Relativamente
ao tempo e a intensidade do exercicio, um estudo recente indica que 15 minutos por dia ou 90
minutos por semana de exercicio de intensidade moderada (4-6 MET (equivalentes
metabolicos)) é o minimo necessario para se obter beneficios relativamente a expectativa de
vida, mesmo em individuos com risco cardiovascular (162). Com o desenvolvimento de
algumas tecnologias, como um contador de passos, num estudo realizado com idosos da
populacdo japonesa de Nakanojo que utilizavam este dispositivo, chegou-se a conclusdo que o
limiar para uma melhoria do bem-estar fisico € 8000 passos por dia e o limiar para uma
melhor funcdo cognitiva € 4000 passos por dia (152). A intensidade necessaria também vai
depender da capacidade fisica de cada um, por exemplo um estudo demonstrou que em
mulheres sedentarias, um programa de 8 semanas de subida de escadas caracterizado por
varias sessdes de curta duracdo de atividade intensa resulta numa importante reducéo do risco
cardiovascular (163). Baixo nivel de atividade fisica cardiorrespiratdria representa um fator
preditivo de mortalidade tdo ou mais forte que os fatores convencionais, como o fumo do
tabaco e a hipercolesterolemia (163).

S80 necessarios, no entanto, mais estudos para uma melhor compreensdo de qual a
intensidade, a duracdo e tipo de exercicio que conferem melhores resultados, maiores
beneficios para a satde humana. Nao ha, no entanto, ddvidas que a atividade fisica é crucial
para um envelhecimento saudavel com manutencdo do bem-estar fisico e mental e

independéncia funcional na auséncia de doencas cronicas.
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Conclusao

A complexidade do processo de envelhecimento é evidente ao longo deste trabalho de
revisao, tal como a dificuldade do estudo do processo em humanos ou em organismos que
permitam a extrapolacdo dos resultados para humanos. Apesar de ser consensual a influéncia
da genética no envelhecimento e na longevidade (responsavel por uma variacdo de 25% na
esperan¢a média de vida), a dificuldade em identificar os genes e os polimorfismos associados
a um aumento da longevidade, bem como a replicacdo dos resultados em diferentes
populagdes continua a ser um obstaculo. Até ao momento, o gene APOE e os polimorfismos
FOXO3A sdo os genes melhor estudados e com resultados congruentes em diferentes
populacdes. Tendo em conta a influéncia da genética no envelhecimento, a terapia génica
poderd, no futuro, ser também de grande utilidade na promocéo da longevidade.

Relativamente ao papel do stress oxidativo no envelhecimento, o conceito de
mitohormesis veio revolucionar por completo a compreensdo deste mecanismo. Por um lado,
as ROS podem ser prejudiciais se presentes em niveis demasiado elevados no organismo, mas
por outro lado, varios estudos sugerem a importancia destas no normal funcionamento da
sinalizacdo celular em resposta a estimulos fisiologicos e fisiopatoldgicos, nomeadamente, na
resposta antioxidante. Assim, no futuro sera importante descobrir o nivel adequado de ROS,
que permita conjugar o seu papel benéfico com a auséncia de toxicidade para o organismo.

A atividade do eixo mTOR é um bom exemplo da complexidade do processo do
envelhecimento e da necessidade de integracdo de varios processos celulares para que se
possa efetivamente obter resultados significativos no atraso do envelhecimento. Além de ser
regulado por inumeros fatores, é também responsavel pela regulacdo de varios processos
fisioldgicos, como a traducdo da mMRNA, da autofagia, da atividade mitocondrial, entre outros.

Nesta area, é evidente a escassez de estudos em mamiferos, sobretudo em humanos. O uso da
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rapamicina, um inibidor farmacoldgico do eixo mTOR, numa estirpe de ratos demonstrou
limitar a incidéncia de patologias do envelhecimento, no entanto o estudo de apenas uma
estirpe é limitante. Um ponto importante nesta area, sera esclarecer se os efeitos benéficos da
rapamicina sdo dependentes ou independentes da atividade do eixo mTOR.

No que diz respeito aos telomeros, a ampla variabilidade do seu comprimento em
individuos da mesma espécie e da mesma idade e a diferente velocidade de “erosdo” nas
células e tecidos do organismo humano, constituem um obstaculo a compreensdo da sua
influéncia no envelhecimento. Apesar disso, 0s resultados de varios estudos evidenciam uma
forte associacdo entre telomeros mais curtos e 0 aumento da incidéncia de vérias patologias
caracteristicas do envelhecimento, nomeadamente Patologia cardiaca, Patologia
neurodegenerativa, bem como a sua associacao a fatores relacionados com um estilo de vida
menos saudavel. O uso da telomerase, como intervencao terapéutica no envelhecimento, esta
associado a uma elevada incidéncia das neoplasias. O uso de um virus recombinante como
vetor num estudo com ratinhos demonstrou que € possivel evitar este efeito adverso. Os
resultados deste estudo foram muito benéficos, nomeadamente o atraso do desenvolvimento
de osteoporose, a melhoria da funcdo metabdlica, a melhoria da coordenagdo neuromuscular e
da capacidade cognitiva. H4, no entanto, algumas davidas quanto a validade da extrapolacao
destes resultados para humanos. De referir ainda a descoberta de possiveis biomarcadores do
envelhecimento, neste caso de proteinas indicadoras de disfuncao telomérica, que poderdo ser
de enorme utilidade clinica em terapias aplicadas a idosos.

Todos os mecanismos fisiopatolégicos abordados demonstram ter um papel
importante no processo de envelhecimento, apesar da dificuldade em avaliar a sua verdadeira
influéncia, bem como o principal processo através do qual estes mecanismos exercem 0 seu
papel. Na minha opinido, esta dificuldade deve-se sobretudo a complexidade dos varios

processos celulares, de que é exemplo a via de sinalizagdo mTOR envolvida em varios
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processos celulares, o que torna dificil o estudo destes processos individualmente. Assim,
podemos concluir que um envelhecimento saudavel, sem a incidéncia de patologias do
envelhecimento e com uma longevidade acima da meédia, resulta da capacidade de integracao
de todos estes mecanismos, uma vez que estes se encontram estreitamente relacionados, e de
outros que ndo foram abordados ou que ainda estao por descobrir.

Na atualidade, as intervencfes terapéuticas cujo papel no envelhecimento saudavel
reine um maior consenso sdo a qualidade da dieta e a atividade fisica diaria. A RC é uma
intervencdo que tem vindo a demonstrar alguns resultados positivos experimentalmente em
varios organismos, ndo s6 no envelhecimento saudavel, mas também como possivel
promotora da longevidade. Apesar dos resultados positivos da RC em varios organismos
animais, os dois estudos com macacos rhesus, apresentam alguns resultados contraditérios.
Os parametros metabolicos de ambos os estudos estdo alterados favoravelmente, no entanto,
apenas o estudo WNPRC demonstra um aumento da longevidade. Existem algumas variaveis
qgue podem explicar esta diferenca, assim como existem algumas variaveis que levantam a
hiptese de o aumento da longevidade associado a RC, ser um fenémeno de laboratério.
Algumas das condicBes dos estudos, ndo mimetizam as condi¢des de vida dos animais em
meio selvagem, nomeadamente, a qualidade da dieta e o nivel de ingestdo caldrica. Nos
humanos, apesar da lacuna relativa a estudos de longo prazo, os estudos de curto prazo
evidenciam uma melhoria de varios parametros metabdlicos e a reducdo de fatores de risco
associados a patologias caracteristicas do envelhecimento. Os CRONIes e a populagdo de
Okinawa (com uma longevidade acima da média e com uma percentagem de mortalidade
cardiaca e neoplasica muito inferior a média dos paises desenvolvidos) séo, até ao momento,
os melhores exemplos de RC a longo prazo, conjugada com uma dieta de qualidade, rica em
alimentos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, o que torna dificil avaliar a

influéncia da RC isoladamente.
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Assim, com os resultados existentes até ao momento, podemos dizer que ainda
existem muitas davidas relativamente ao efeito da RC no aumento da longevidade, em
primatas ndo-humanos e em humanos, tendo em conta os resultados contraditérios e a
escassez de estudos a longo prazo. H4, no entanto, algum consenso quanto a sua influéncia na
melhoria da qualidade de vida, com a reducéo da incidéncia de comorbilidades associadas a
patologias do envelhecimento. A resposta a RC parece ser influenciada pela informacéo
genética e muito provavelmente ndo é a mesma entre individuos da mesma espécie. Assim, €
importante que no futuro se recorra a utilizacdo de biomarcadores do envelhecimento que
ajudem a estabelecer tanto a idade ideal para se iniciar, como o nivel de RC adequado para
cada individuo. Uma outra questdo que surgiu recentemente e que necessita de mais
investigacao, € a possibilidade de a reducéo da ingestdo de uma determinada fonte de calorias,
nomeadamente a restricdo do aporte de metionina, poder ser mais importante que a reducao da
ingestdo calodrica total. Relativamente as sirtuinas, estas poderdo ter um papel muito
importante na resposta do organismo ao stress, ao regularem o metabolismo, a resposta
inflamatdria e a resposta as ROS. Além disso, a sua atividade pode explicar alguns dos
beneficios da RC em humanos, sobretudo a atividade da SIRT1 e SIRT3, ao promover a
atenuacdo das alteracGes fisioldgicas caracteristicas do processo de envelhecimento.

A préatica de exercicio fisico a longo prazo, tem uma importante atividade anti-
inflamatoria e antioxidante, além de permitir a melhoria de varios indicadores metabolicos de
salde. Segundo um estudo realizado com pessoas de idade avancada (superior a 65 anos), nao
ha diferencas entre os resultados obtidos apds a pratica de um treino aerdbio ou de um treino
de forca. A intensidade aplicada deve variar conforme a capacidade fisica de cada um, mas a
idade ndo deve ser um impedimento para a sua pratica. A reducdo do risco cardiovascular, de
diabetes tipo 2 e de outras patologias associadas ao envelhecimento, bem como a melhoria do

metabolismo dsseo, da funcdo cognitiva e da capacidade fisica sdo alguns dos beneficios da
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pratica regular de exercicio. Apesar de ndo alterar a longevidade maxima, previne a
mortalidade prematura e promove a independéncia funcional das pessoas que € um parametro
essencial para um envelhecimento saudavel, com qualidade de vida.

Em conclusdo final, a complexidade do processo de envelhecimento implica uma
abordagem terapéutica também complexa e por isso parece-nos necessario integrar varias
intervencdes terapéuticas para que seja possivel um envelhecimento saudavel e um aumento
significativo da longevidade. Como foi possivel concluir do estudo de populacdes com
longevidade acima da média, niveis elevados de atividade fisica diaria, atitude positiva, baixo
consumo de carne, dieta rica em vegetais e frutas sdo alguns dos habitos comuns. Apesar da
influéncia das abordagens terapéuticas referidas no aumento da longevidade ainda ser pouco
consistente, ndo ha davidas que estas tém um papel muito importante na melhoria de varios
parametros metabolicos, na prevencdo do desenvolvimento de patologias caracteristicas do

envelhecimento e consequentemente no envelhecimento saudavel.
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