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RESUMO 
 
 

 Os efeitos do resveratrol e da utilização de lipídios em ensaio de restrição dietética 
(RD) sobre a senescência demográfica, a resposta neuromotora e a expressão do gene 
Hsp22 foram analisados em cinco linhagens de Drosophila melanogaster. Ao contrário do 
previsto para RD utilizando proporção entre proteínas e carboidratos como variável, a 
utilização de lipídio alterou tanto a taxa de mortalidade inicial como a taxa de 
envelhecimento, alem de surtir efeitos deletérios na fecundidade de fêmeas e no 
desempenho de machos no teste de geotaxia negativa. Fêmeas e machos atingiram 
maior longevidade em meio sem adição e com adição moderada de lipídios 
respectivamente. O resveratrol teve efeitos variados na longevidade, mas foi capaz de 
retardar a deterioração neuromotora em todas as linhagens, exceto na mutante Sir2-. 
Houve ocorrência de pufes Hsp22 maiores em larvas criadas em meio hipercalórico 
controle e hipocalórico tratado com resveratrol. Esses resultados indicam que: (1) nem o 
conteúdo energético, nem a proporção entre carboidratos e proteínas podem explicar 
totalmente a longevidade em D. melanogaster; (2) os efeitos dos lipídios dietéticos foram 
dependentes do sexo, aparentando ser levemente tóxicos com efeito hormético em 
machos; (3) os mecanismos que influenciam longevidade e senescência funcional são, 
pelo menos parcialmente, distintos; (4) o resveratrol é capaz de retardar o declínio 
funcional locomotor e apresenta efeitos na longevidade dependentes do genótipo, sexo, 
diluição do meio e quantidade administrada, aparentando estar envolvido com Sir2; (5) 
ausência do alelo funcional Sir2 pode regular positivamente Hsp22, o que explica maior 
longevidade dos mutantes Sir2- apesar da inatividade desta sirtuína; (6) aumento do nível 
de Sir2 induzido por RD pode inibir a expressão de Hsp22, corroborando a hipótese do 
envolvimento da acetilação de histona na regulação dessa proteína; (7) resveratrol, 
entretanto, pode reverter esse processo por alterar a afinidade química de Sir2 pelo lócus 
de Hsp22. 

 
Palavras-chave: envelhecimento; restrição dietética; lipídios; resveratrol; Hsp22. 
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ABSTRACT 
 

 
 The effects of resveratrol and dietary restriction (DR) using lipids on demographic 
senescence, neuromotor response and Hsp22 gene expression were analyzed in five 
strains of Drosophila melanogaster. In contrast to DR employing the ratio of protein to 
carbohydrates as variable, the use of lipids modified both initial mortality rate and rate of 
aging. Females and males reached greater longevity on fat-free medium and on medium 
containing moderate quantity of lipids respectively. DR did not improve the performance of 
males in negative geotaxis assay and addition of lipids caused a decrease in fertility in 
females. Effects of resveratrol on longevity and mortality varied, but it was able to delay 
neuromotor deterioration in all strains, except on Sir-2 mutant.  In general, there was 
occurrence of larger Hsp22 puffs in lavae reared on hypercaloric medium control and on 
hypocaloric medium treated with resveratrol. These results indicate that: (1) neither energy 
content nor ratio of proteins to carbohydrates can fully predict the longevity of D. 
melanogaster; (2) the effects of dietary lipids on this organism are sex dependent and 
appear to be slightly toxic, with hormetic effect in males; (3) the mechanisms that influence 
longevity and functional senescence are, at least partially, distinct; (4) resveratrol can 
delay functional locomotive decline and its effects on longevity and mortality depend on its 
concentration, on the strain´s genotype, sex and dilution of the medium, appearing to be 
involved with Sir2; (5) absence of  functional Sir2 allele can upregulate Hsp22, which can 
explain the greater longevity of Sir2- mutants, despite its sirtuin´s inactivity; (6) increased 
level of Sir2 induced by DR may inhibit the expression of Hsp22, supporting the 
hypothesis that histone acetylation is involved in regulating this protein; (7) resveratrol, 
however, can reverse this process by altering the chemical affinity of Sir2 to Hsp22´s 
locus. 
 
Key words: aging; dietary restriction; lipids; resveratrol; Hsp22. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 A dieta é um fator ambiental importante a qual organismos heterotróficos estão 

expostos (Zeisel, 2010). A ideia de que componentes alimentares possam atuar como 

sinais pelos quais sensores celulares interpretam condições ambientais realça a 

importância de testar os efeitos de nutrientes isolados no processo de envelhecimento 

(Muller e Kersten, 2003). Com o melhoramento de técnicas de nutrigenômica, está sendo 

possível determinar padrões pelos quais um nutriente em particular altera o 

funcionamento de genes, vias metabólicas e a expressão de proteínas (Mathers, 2006). 

Análises aprofundadas das interações nutriente-genótipo possibilitarão a criação de 

programas de nutrição e suplementação personalizados baseadas em polimorfismos 

genéticos individuais, com impacto na medicina. 

A restrição dietética (RD) é capaz de estender o tempo de vida de uma ampla 

variedade de animais, contudo ainda não foi elucidado seu mecanismo de atuação. 

Apesar de esse efeito ser muitas vezes atribuído à restrição calórica (RC), a limitação ou 

suplementação de nutrientes específicos, independentemente do conteúdo energético, é 

o suficiente para estender a longevidade em alguns animais (Mair et al., 2003). A despeito 

dos inúmeros estudos de longevidade em Drosophila melanogaster alterando conteúdo 

energético ou proporção entre carboidratos e proteínas, não há estudos sobre os efeitos 

dos lipídios, apesar das evidências de seu papel na regulação de eventos metabólicos e 

epigenéticos relacionados ao envelhecimento (Fatehi-Hassanabad e Chan, 2005) 

A constante disponibilidade de alimento nas sociedades modernas torna 

improvável a prática voluntária de restrição dietética entre humanos, sendo relevante o 

estudo de substitutos alternativos à intervenção nutricional. O resveratrol parece 

mimetizar os efeitos da RD na longevidade (Baur e Sinclair, 2006), provavelmente por sua 

atuação como composto ativador de sirtuína (Howitz et al., 2003). Sir2 é a sirtuína mais 

relacionada com a RD e resveratrol, necessária para que esses sejam capazes de 
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estender a longevidade em mutantes de D. melanogaster (Wood et al., 2004). O gene 

Hsp22 codifica uma chaperona e tem sua expressão bastante aumentada durante o 

envelhecimento e quando subexpressa ocasiona diminuição do tempo de vida em 

Drosophila (Morrow et al., 2004a). Supõe-se que a atividade de Hsp22 pode estar 

correlacionada à de Sir2 em seus efeitos sobre o envelhecimento. As propriedades de 

modulação epigenética compartilhada por lipídios, Sir2 e resveratrol também são 

indicativas da interação desses componentes que não podem ser ignoradas.  

 Dada a importância da padronização metodológica em ensaios de restrição 

dietética em invertebrados, da atuação de lipídios como sinalizadores metabólicos e da 

elucidação dos pontos de intersecção entre os mecanismos de atuação de RD, 

resveratrol, Sir2 e Hsp22, neste trabalho se testou diferentes concentrações de meios 

com lipídios em ensaios de RD e os efeitos da administração de resveratrol na 

senescência de D. melanogaster. Com mesmo intuito, foi analisada a expressão de 

Hsp22 a partir da observação do padrão de formação dos pufes que contém esse gene. 

Mais que estender a longevidade, a maior preocupação em se chegar a idades 

mais avançadas é manter a autonomia e independência, que dependem diretamente da 

manutenção das funções locomotoras e de coordenação motora. Drosophila 

melanogaster têm emergido como um modelo no estudo de deficiências locomotoras e da 

deterioração neuromuscular associada ao envelhecimento. Desse modo, analisamos os 

efeitos de RD e resveratrol na deterioração neuromotora associada à idade. 

 A forte influência do componente genético no processo de envelhecimento, como 

evidenciada pelas dramáticas mudanças na longevidade ocasionadas por mutações de 

um único gene (Kenyon, 2010), enfatiza a importância do genótipo do organismo em 

relação à sua resposta a estímulos ambientais. Assim, a alteração da composição lipídica 

da dieta e administração de resveratrol também foi utilizada para avaliar a longevidade e 

a deterioração neuromotora em diferentes linhagens.  
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2. Revisão da Literatura 

 
2.1. Envelhecimento: estado da arte, paradigmas e teorias  

 
O envelhecimento é um complexo processo biológico influenciado por eventos 

ambientais e sujeito à regulação genética através de intricada interação de vias 

metabólicas. Esse evento consiste na deterioração das funções biológicas, ocasionando 

maior vulnerabilidade ao ambiente, às doenças e, consequentemente, à morte. O grande 

enigma do envelhecimento recai sobre o fato de a morte em função do tempo de vida não 

ser inevitável do ponto de vista molecular e celular (Shay e Wright, 2000), existindo 

organismos que são virtualmente imortais, como a hidra (Bosch, 2007) e uma espécie de 

água-viva (Piraino et al., 1996), além de linhagens celulares eternas como a linhagem de 

células humanas HeLa (Gey et al., 1952, apud Macville et al., 1999). Além disso, ao 

contrário dos seres inanimados, que são expostos ao decaimento físico e químico, os 

seres vivos possuem inúmeros mecanismos de reparo e renovação (Mitteldorf, 2010).  

As hipóteses que tentam esclarecer as causas e mecanismos de atuação do 

processo de envelhecimento estão, de maneira geral, alinhadas a dois paradigmas 

distintos. A teoria de envelhecimento programado ou adaptativo sugere que a 

senescência é um processo essencial e inato no qual os organismos possuem 

mecanismos que evoluíram ativamente para limitar seu tempo de vida (Prinzinger, 2005). 

Nesse contexto, cada espécie teria um “relógio biológico” regulando o tempo de vida 

através dos estágios de desenvolvimento. Os genes seriam ligados e desligados 

seguindo um cronograma pré-determinado a partir de sinais moleculares, celulares, 

neuroendócrinos e imunes. Em contrapartida, a teoria de envelhecimento não 

programado ou não adaptativo supõe que o mesmo é um incidente passivo que resulta da 

fraca pressão seletiva exercida sobre os organismos após a maturidade sexual (Kirkwood 

e Shanley, 2005). A principal consequência dessa negligência da seleção natural é que os 
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efeitos de mutações deletérias tardias sofreriam fraca pressão seletiva, adiando a 

manifestação desses fenótipos para depois da idade reprodutiva, que acumulados, 

levariam à senescência. 

As teorias estocásticas sugerem que o acúmulo aleatório de lesões nas células 

implica na perda de função progressiva, levando ao envelhecimento. A teoria do estresse 

oxidativo, adaptação da teoria dos radicais livres (Beckham e Ames, 1998), sugere que as 

espécies reativas de oxigênio (ROS) continuamente geradas como bioprodutos do 

metabolismo aeróbico vão se acumulando e, em altas concentrações, causam danos 

oxidativos a macromoléculas como proteínas, lipídios e ácidos nucleicos (Finkel e 

Holbrook, 2000). Espécies reativas de oxigênio também parecem modular sinais celulares 

que podem levar à aceleração da senescência das células (Hutter et al., 2002). 

Evidências sugerem a atuação das ROS como um mecanismo em potencial de diversas 

patologias, tais como catarata, distrofia muscular, artrite e várias doenças 

cardiovasculares e degenerativas (Berlett e Stardtman, 1997). Além das ROS, existem 

outros compostos altamente reativos, como os AGEs (produtos finais de glicação 

avançada), que podem induzir anormalidades em importantes estruturas celulares e 

aberrações na matriz extracelular (Brownlee, 2001). Esses produtos também estão 

associados com patologias do envelhecimento, tais como diabetes tipo II, arterosclerose 

(Basta et al., 2004) e doença de Alzheimer (Vitek et al., 1994).  

A ocorrência de mutações no DNA mitocondrial e o decaimento funcional da cadeia 

respiratória também estão ligados ao envelhecimento (Birch-Machin, 2006). Quase todo o 

oxigênio consumido pela célula é utilizado na respiração mitocondrial, cuja redução 

incompleta na cadeia de transferência de elétrons pode levar à formação de radicais 

superóxidos e, por conseguinte, a ROS. O DNA mitocondrial tem uma taxa de mutação 

somática maior do que o nuclear, causada tanto pela sua maior susceptibilidade aos 

danos oxidativos por ROS (devido à sua proximidade da cadeia de transporte de 
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elétrons), como pela menor eficiência de seus mecanismos de reparação (Gredilla, 2011). 

A perda de função mitocondrial está relacionada com uma série de doenças 

degenerativas comuns no envelhecimento, como diabetes tipo do II (Lowell e Shulman, 

2008), doença de Parkinson (Henchcliffe e Beal, 2008) e de Alzheimer (Hirai et al., 2001). 

A teoria do envelhecimento celular sugere que a senescência é geneticamente 

programada e dependente da espécie (Shay e Wright, 2000). A diminuição da extensão 

dos telômeros a cada divisão de células somáticas leva à perda de sequências 

importantes para a estabilidade do cromossomo, o que torna a célula incapaz de se dividir 

corretamente, resultando na senescência replicativa (Kim et al., 2002). Telômeros de 

células germinativas não encurtam a cada duplicação e possuem capacidade infinita de 

divisão (Chiu e Harley, 1997). Nessas células, assim como em muitas células 

cancerígenas, há a presença de telomerase, enzima responsável por finalizar a replicação 

dos telômeros (Allsopp et al., 1992).  

As teorias discutidas anteriormente apresentam aspectos pontuais do 

envelhecimento, no entanto, faz-se necessário mecanismos sistêmicos que coordenem o 

processo no nível de organismo. A teoria neuroendócrina de envelhecimento sustenta que 

esse decorre de mudanças nas funções neurais e endócrinas cruciais para manter a 

homeostase (Weinert e Timiras, 2003). Essa teoria propõe que a exposição crônica a 

estresses químicos, físicos e biológicos no decorrer do tempo de vida diminui a 

capacidade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal fazer os ajustes fisiológicos necessários 

para preservar e manter o equilíbrio homeostático em resposta às contínuas mudanças e 

demandas do ambiente.  

Outro possível regulador sistêmico do envelhecimento é o sistema imune. Sabe-se 

que com a senescência o sistema imune apresenta menor capacidade em lidar com 

organismos e substâncias externas potencialmente patológicas e ao mesmo tempo se 

mostra mais ineficiente em identificar, e assim poupar de destruição, suas próprias 
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moléculas e tecidos (Campisi et al., 2009). Essa perda de habilidade resulta em um 

aumento de susceptibilidade a doenças infecciosas e autoimunes. Na verdade, alterações 

associadas com o envelhecimento no sistema neuroendócrino e no sistema imune são 

atualmente consideradas como mutuamente interdependentes (Fabris, 1991), 

configurando a unificação dos dois modelos de envelhecimento (Weinert e Timiras, 2003),  

Possíveis vantagens do envelhecimento sob aspectos populacionais seriam evitar 

a superpopulação ou otimizar o próprio processo evolutivo através da garantia da 

substituição efetiva de gerações (Kirkwood e Holliday, 1979). Do ponto de vista evolutivo, 

as principais teorias são da pleiotropia antagonística e do soma descartável. A primeira 

propõe que o envelhecimento pode ter decorrido de genes pleiotrópicos com efeitos 

diferentes dependendo do estágio de desenvolvimento do organismo, sendo benéficos 

até a idade reprodutiva, onde a seleção atua fortemente, e posteriormente deletérios 

(Leroi et al., 2005). A teoria do soma descartável (Kirkwood e Rose, 1991) sugere que, 

partindo do princípio de que a energia disponível é limitada, há a necessidade de 

administrar a alocação de recursos entre reprodução, metabolismo, manutenção e 

reparação com a finalidade de atingir melhor adaptabilidade (fitness). Como na natureza a 

mortalidade por eventos externos é alta, essa alocação acabou sendo fortemente 

selecionada no sentido de priorizar a reprodução em detrimento de outras funções. 

Assim, a energia alocada para manutenção do tecido somático seria a mínima necessária 

para que a reprodução seja garantida, mas insuficiente para permitir o reparo de outras 

funções, que eventualmente, com o passar do tempo, causam a deterioração do 

organismo. 

 

2.2. Invertebrados como organismos modelo: Drosophila melanogaster 

 
As primeiras vias metabólicas envolvidas no processo de envelhecimento foram 

descobertas a partir de experimentos com mutação de um único gene em organismos 
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modelos, como o age-I em Caenorhabditis elegans (Friedman e Johnson, 1988). Através 

de estudos com esse nematóide foram descobertos outros genes conservados 

associados à longevidade, como daf-2 e daf-16 (Kenyon et al., 1993), assim como o 

envolvimento de importantes vias metabólicas nesse processo, como a via de sinalização 

de insulina/IGF-1 (Kimura et al., 1997).  

Outro modelo amplamente utilizado em estudos de envelhecimento e patologias 

associadas é o díptero Drosophila melanogaster, eucarioto multicelular melhor 

caracterizado do ponto de vista genético, com genoma completo sequenciado (Adams et 

al., 2000) e ampla descrição fenotípica para genes e alelos (Flybase, 2011). Neste 

organismo são conhecidos os destinos de todos os tipos celulares que surgem ao longo 

do desenvolvimento, tornando-o um dos melhores modelos nesta área de estudos 

(Helfand e Rogina, 2003). Alem disso, D. melanogaster é um organismo holometábolo, 

portanto, pós-mitótico, ou seja, seu corpo adulto não apresenta renovação celular 

(Helfand e Rogina, 2003). Esse aspecto o diferencia de outros modelos eucariotos 

superiores e apesar de poder limitar a extrapolação de efeitos experimentais, apresenta 

um diferencial positivo, pois diminui o número de variáveis em análise, uma vez que não 

ocorre a interferência da renovação celular nos processos estudados. 

O estabelecimento de Drosophila como organismo modelo baseou-se em suas 

principais características biológicas, especialmente vantajosas para estudos genéticos, 

tais como um curto tempo de geração, alta capacidade reprodutiva, manutenção fácil e 

econômica, pequeno número de cromossomos e presença de cromossomos politênicos 

na glândula salivar da larva. Devido ao seu tamanho até 30 vezes maior que os 

cromossomos mitóticos e distintivo padrão de bandeamento, os cromossomos politênicos 

são bastante explorados por drosofilístas e geneticistas. Os padrões de bandeamento 

altamente reprodutíveis desses cromossomos possibilitaram a criação de mapas 
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fotográficos com os quais é possível analisar rearranjos cromossômicos e inferir relações 

filogenéticas entre espécies próximas (Monte, 2010).  

Os pufes dos cromossomos politênicos refletem alto nível de transcrição, as 

interbandas correspondem a menores níveis de transcrição e as bandas aparentam ser 

regiões transcricionalmente silenciosas (Zhimulev e Koryakov, 2009). Essas 

características fornecem um bom sistema para o estudo da atividade gênica em reposta a 

eventos ambientais, como mudança de temperatura, alteração de status nutricional, 

administração de drogas e hormônios, entre outros tratamentos (Henderson, 2004). A alta 

resolução do cromossomo politênico permite a localização citogenética precisa de 

sequências clones de DNA através da hibridização in situ (Schaeffer et al., 2008) ou ainda 

possibilita determinar se proteínas de interesse estão associadas ao cromossomo, 

através de técnicas de imunocoloração (Safer et al., 1982) e rotulagem-dupla (Zhan et al., 

2006). Além disso, é possível estudar a dinâmica de distribuição protéica em resposta a 

eventos ambientais (Nowak e Corces, 2000) ou mutações (Fletcher et al., 1995), inibição 

ou ativação gênica através da expressão de ativadores transcricionais ou inibidores 

químicos de transcrição (Lavrov et al., 2004). 

A existência de vias moleculares conservadas entre invertebrados e mamíferos 

permite que as investigações da ação de drogas em organismos modelo, como a mosca 

D. melanogaster, possam ser relevantes na descoberta de novos tratamentos para 

doenças humanas. Fortini et al. (2000) afirmam que, de um total de 287 genes envolvidos 

em doenças humanas, 178 estão evolutivamente conservados em Drosophila. Além 

disso, D. melanogaster possui pelo menos dez fenótipos de envelhecimento conservados 

em humanos como perda muscular, diminuição da função cardíaca, instabilidade 

genômica, acúmulo de agregados macromoleculares, apoptose e senescência das 

células somáticas, declínio da memória e da capacidade de aprendizagem, deterioração 

da imunidade inata e da função mitocondrial e declínio da atividade motora (Vijg e 
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Campisi, 2008). Essas características fazem de Drosophila um modelo experimental 

eficiente e versátil para uso em pesquisas da saúde humana, inclusive na área de 

farmacogenética e desenvolvimento de drogas. 

 

2.3. Genética do envelhecimento 

 
2.3.1. Principais vias de sinalização, sinais fisiológicos e ambientais 

 
O processo de envelhecimento, assim como outros processos biológicos, está 

sujeito à regulação por vias de sinalização e fatores de transcrição.  A maioria das 

mutações que alteram a longevidade ocorre em genes de resposta a estresse ou de 

sensores de nutrientes (Kenyon, 2010). As principais vias metabólicas envolvidas no 

processo de envelhecimento são via de sinalização insulina/IGF-1, a via de sinalização 

TOR, AMP quinase e o silenciamento gênico por sirtuínas (Kourtis e Tavernarakis, 2011). 

A via de sinalização insulina/IGF-1 é conservada em várias espécies, desde 

Saccharomyces cerevisiae até humanos e está envolvida em processos de crescimento e 

reprodução, tendo um papel crucial na regulação da longevidade. A inibição dessa via 

estende a longevidade de C. elegans, alterando a expressão gênica através de DAF-16 

(fator de transcrição FOXO), fator de transcrição HSF-1 e SKN-1. Esses fatores regulam 

uma série de genes de resposta a estresses codificantes de peptídeos antimicrobianos, 

chaperonas e lipases que ocasionam uma mudança fisiológica em favor da manutenção 

somática (Tullet et al., 2008). Apesar da maioria das evidências indicarem que a inibição 

desta via estende a longevidade, a infuncionalidade total do gene codificante do receptor 

de insulina causa diabetes em roedores (Kadowaki, 2000), o que indica que as 

consequências podem ser diferentes dependendo do tipo de interferência nessa via. Além 

disso, a perturbação da via insulina/IGF-1 num tecido específico repercute em outros para 

alcançar um novo estado homeostático, o que pode ser evidência de que esta via atua de 
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maneira a coordenar a taxa de envelhecimento em diferentes tecidos (Kenyon, 2005; 

Bishop e Guarente, 2007).  

As TOR-quinases (alvo de rapamicina) são proteínas conservadas entre as 

espécies, que estão envolvidas diretamente com vias responsáveis pelo crescimento em 

resposta a nutrientes. Essas quinases são nutriente-específicas, ou seja, respondem a 

estímulos nutricionais diferentes e modulam a expressão gênica no sentido de 

crescimento e bloqueio de autofagia quando há abundância de recursos, interagindo 

extensivamente com a via de insulina/IGF-1 (Patridge et al., 2005). A inibição de TOR 

aumenta a resistência a estresses e a eficiência e biogênese mitocondrial, ocasionando 

extensão da longevidade (Bonawitz et al., 2007). A inibição dessa via aparenta mimetizar 

os efeitos de RD, pois nesse caso, RD não confere extensão de longevidade adicional 

(Kaeberlein et al., 2005).  

A via da quinase ativada por AMP (AMP-quinase) é sensora de energia que ativa 

vias catabólicas e inibe vias anabólicas, sendo uma das responsáveis por manter a 

homeostase energética celular (Greer et al., 2007). A atividade de AMPK é fundamental 

para a biogênese mitocondrial e declina com a idade. A AMP-quinase é fator essencial 

para a extensão do tempo de vida resultante de mutação na via de insulina/IGF-1 e sua 

superexpressão aumenta o tempo de vida de C. elegans (Apfeld et al., 2004). Sua 

atuação, apesar de ainda não ser clara, parece estar envolvida com fosforilação e 

ativação de FOXO (Greer et al., 2007). 

 Sirtuínas são proteínas desacetilases dependente de NAD+ cuja superexpressão 

estende a longevidade de uma série de organismos (Wenzel, 2006).  Apesar de estar 

bastante conservada entre as espécies, a maneira pela qual essa proteína age em cada 

organismo demonstra ser, pelo menos a princípio, diferente. Em S. cerevisa, Sir2 parece 

aumentar a longevidade principalmente através da inibição da formação de círculos 

extracromossomais tóxicos de DNA ribossomal (Woong e Huh, 2011) e por garantir a 
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assimetria de danos (Erjavec et al., 2004). Em C. elegans Sir2 aparenta estender o tempo 

de vida por ativar DAF-16 diretamente através de sua desacetilação (Kenyon, 2010). Sir2 

também é capaz de segregar proteínas danificadas (Erjavec et al., 2007) e manter o 

silenciamento gênico nos telômeros (Maillet et al., 1996), possível via pela qual essa 

sirtuína estende a longevidade em alguns animais.  

Ainda não é claro se essas vias conservadas em humanos respondem de maneira 

similar em organismos modelos (Kenyon, 2010). Em populações de judeus Ashkenazi 

centenários foi observada uma super-representação de mutações que debilitam a função 

do receptor IGF-1 (Suh et al., 2008). Variantes de FOXO3A foram associadas à 

longevidade em diversos estudos, estando super-representadas em populações de 

centenários de vários países (Kenyon, 2010). Assim como nos organismos modelo, AMP-

quinases são capazes de fosforilar in vitro e assim ativar homólogos de FOXO em 

humanos, especialmente FOXO3 (Greer et al., 2009). Aumento da expressão de SIRT1 

(homólogo humano de Sir2) induz proliferação celular, reduz formação de focos 

heterocromáticos associados à senescência (SAHF) e diminui suspensão da fase G1, 

além de induzir aumento na taxa de crescimento e longevidade celular em fibroblastos 

humanos (Huang et al., 2008).     

 

2.3.2. Gene Sir2  

 
Os genes reguladores de informação silenciosa (sir), ou sirtuínas, codificam uma 

superfamília de proteínas altamente conservadas dentre os organismos. O gene Sir2 

codifica uma desacetilase dependente de NAD+ envolvida no silenciamento gênico e 

regulação do tempo de vida (Imai et al., 2000). Sir2 não é essencial para a viabilidade e 

desenvolvimento de D. melanogaster, mas a mutação knock-out do gene aumenta 

variegação por efeito de posição (PEV) e diminui consideravelmente a longevidade 

(Astrom et al., 2003). Sir2 foi mapeado na seção 34A7 do braço cromossômico 2L 
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(elemento B de Muller) de D. melanogaster (Astrom et al., 2003), e possui diversos alelos 

descritos com diferentes efeitos fenotípicos (Flybase, 2011). Esse gene não parece 

silenciar telômeros em Drosophila, mas é necessário para silenciamento da 

heterocromatina e principalmente para reprimir eucromatina através da interação com 

membros da família HES dos repressores bHLH, como Hairy (Rosenberg e Parkhurst, 

2002). Sir2 também está envolvido na mediação de apoptose através da ativação de JNK 

e FOXO (Griswold et al., 2008). 

 Em mamíferos existem sete homólogos de Sir2 (SIRT1-7) que parecem atuar de 

forma complexa no processo de envelhecimento, com distribuição nos compartimentos 

celulares, dependentes do tecido e do estímulo ambiental (Schwer e Verdin, 2008). SIRT2 

é uma proteína predominantemente citoplasmática (Michishita et al., 2005) e está 

envolvida na regulação do ciclo celular (Dryde et al., 2003). SIRT3, SIRT4 e SIRT5 são 

proteínas encontradas nas mitocôndrias e estão associadas com a regulação das funções 

mitocondriais e da utilização da energia (Haigis e Guarante, 2006). SIRT1, SIRT6 e SIRT7 

são encontradas primordialmente no núcleo. SIRT6 está relacionado com a regulação do 

reparo de DNA (Mostoslavsky et al., 2006) e SIRT7 com a transcrição de rRNA e 

regulação de crescimento celular (Ford et al., 2006). 

 SIRT1 é o mais estudado dos homólogos de Sir2 em mamíferos. Essa sirtuína tem 

a capacidade de inibir a apoptose induzida por estresse, tendo papel importante na 

regulação da sobrevivência da célula (Huang et al., 2008). Ela também age na regulação 

da secreção de insulina no pâncreas em resposta à glicose e promove o bloqueio da 

proteína UCP-2, otimizando a geração de energia nas mitocôndrias (Bordone et al., 2006) 

além de atuar na proteção da função de células neurais (Haigis e Guarante, 2006). Além 

disso, SIRT1 aparenta estar envolvida na regulação do metabolismo de resposta à 

disponibilidade de nutrientes e de resposta a danos e estresses, conferindo papel 
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importante na alteração metabólica induzida por restrição dietética (Bordone e Guarente, 

2005). 

As sirtuínas funcionam como intricado sistema de resposta biológica que influencia 

uma série de outros reguladores e vias metabólicas (Guarente, 2011). Essa classe de 

proteínas, em especial Sir2 e homólogos, está envolvida na regulação da senescência, 

interagindo de forma complexa com importantes vias, tais como TOR/quinase e 

insulina/IGF-1 (Haigis e Guarante, 2006). A subexpressão de Sir2 leva à diminuição da 

longevidade em uma ampla variedade de espécies, como levedura (Lin et al., 2000), C. 

elegans, D. melanogaster e roedores (Guarente e Picard, 2005). Estudos com 

polimorfismos em populações humanas ligam a SIRT3 à longevidade (Bellizzi et al., 2005) 

e roedores mutantes SIRT6 knock out apresentam fenótipo de envelhecimento prematuro 

(Mostoslavsky et al., 2006).  

Apesar de ainda não serem claros os mecanismos pelos quais essas sirtuínas 

atuam na extensão do tempo de vida, evidências mostram que elas podem aumentar a 

longevidade através do silenciamento gênico dos telômeros durante o envelhecimento, 

mas esse efeito não acontece em todos os organismos (Dang et al., 2009). Em 

mamíferos, SIRT1 também desacetila FOXO (homólogo de Daf-16), fazendo alterações 

metabólicas no sentido de resistência a estresses (Griswold et al., 2008). O estresse 

oxidativo parece estimular essa ativação de FOXO/DAF-16 pelas sirtuínas (Brunet et al., 

2004). Sir2 também atua como antagonista da senescência celular induzida por PML/P53, 

através de sua atividade de desacetilação do supressor de tumor P53, proteína 

importante no controle do crescimento celular e no processo de apoptose (Langley, 2002).  

  

2.3.3. Gene Hsp22  

 
  Proteínas do tipo small heat shock (sHSP, pequenas proteínas de choque térmico) 

atuam como chaperonas, estando envolvidas na resistência a estresses, especialmente a 
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termotolerância da célula, regulação do desenvolvimento e diferenciação celular (Michaud 

et al., 1997), inibição da apoptose (Paul et al., 1999) e transdução de sinal (Benndorf e 

Welsh, 2004). Essas chaperonas são responsáveis por prevenir agregação de proteínas 

parcialmente desnaturadas e promovem sua restauração, atuando na prevenção de 

doenças, como catarata (Chaudhuri e Subhankar, 2006). Sua desregulação está 

envolvida com patologias como doença de Parkinson e Alzheimer (Koren et al., 2009).  

 O díptero D. melanogaster tem quatro proteínas do tipo small heat shock (sHSP 

com peso molecular de 20 a 30 kDa): Hsp22, Hsp23, Hsp26 e Hsp27. O gene Hsp22 está 

localizado na seção 67B2 do braço cromossômico 3L (Corces et al., 1980). Esse gene é 

sensível a diferentes agentes de estresse ambiental, protegendo contra danos térmicos e 

oxidativos (Morrow et al., 2004b), atuando na preservação do citoesqueleto de actina e 

microfilamentos (Sun and MacRae, 2005) e tolerância ao frio (Colinet et al., 2010). A 

regulação de sua transcrição parece estar envolvida com a acetilação de histonas na 

cromatina (Berger e Dubrovsky, 2005; Zhao et al., 2005).  

 Embora seja um gene nuclear, em D. melanogaster Hsp22 codifica uma proteína 

que atua na mitocôndria, apresentando baixo nível de indução por estresse durante o 

desenvolvimento, aumentando 150 vezes durante o envelhecimento, especialmente no 

tecido ocular (King e Tower, 1999). A superexpressão desse gene nos neurônios motores 

mantém a eficiência da atividade locomotora em Drosophila por mais tempo, além de 

aumentar a resistência a danos oxidativos induzidos pela droga paraquat e a estresse 

térmico (Morrow et al., 2004b). O aumento da expressão de Hsp22 coincide com o início 

da “fase de morte” da curva de sobrevivência populacional, contribuindo para o aumento 

da longevidade (King e Tower, 1999; Morrow et al., 2004a). A redução na expressão 

provoca diminuição, enquanto a superexpressão resulta em aumento da longevidade 

(Morrow et al., 2004a, b; Tao et al., 2004). 
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  Níveis de transcritos de Hsp22 foram de 2 a 10 vezes maiores em linhagens de D. 

melanogaster geneticamente selecionadas para longa longevidade do que para a 

linhagem controle (Zhao et al., 2005). Kim (2008) comparou o transcriptoma e o proteoma 

mitocondrial de moscas com gene Hsp22 superexpresso com moscas controle. Ele 

observou que as primeiras apresentaram maior quantidade de proteínas envolvidas na 

respiração mitocondrial, no metabolismo de aminoácidos, na oxidação de ácidos graxos e 

resposta anti-oxidativa, indicando essas vias como possíveis alvos da atuação de Hsp22 

no envelhecimento.  

 

2.4. Intervenções para retardar envelhecimento 

 
2.4.1. Modulação nutricional: restrição dietética 

 
 A restrição dietética (RD) é a intervenção conhecida mais eficiente capaz de 

retardar os efeitos do envelhecimento em diversos eucariotos, desde seres unicelulares 

como leveduras (Lin et al., 2000) e invertebrados como C. elegans (Greer et al., 2009) e 

D. melanogaster (Giannakou et al., 2008) até mamíferos como roedores (Lee et al., 1999) 

e primatas (Roth et al., 2006). A restrição moderada de alimento (30-40%) é descrita 

como capaz de prevenir ou retardar a manifestação de diversas doenças crônico-

degenerativas e patologias associadas ao envelhecimento, como arterosclerose (Fontana 

et al., 2004), diabetes (Wing et al., 1994), doenças cardiovasculares (Zied, 2007), renais 

(Jiang et al., 2005), neurodegenerativas (Gillette-Guyonnet e Vellas, 2008) e autoimunes 

(Kubo et al., 1992). RD aumenta a resistência a estresses (Yu e Chung, 2006), 

desacelera o declínio funcional (Barger et al., 2003) e a deterioração da memória espacial 

(Ingram et al., 1987) e aumenta a capacidade de autorreparação do cérebro (Mattson e 

Wan, 2005).  
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 Evidências da interação de RD com genes e vias metabólicas descartam a 

hipótese de seus efeitos serem apenas uma consequência mecânica da redução de 

estresse oxidativo ocasionada pela restrição energética (Koubova e Guarente, 2003). 

Apesar de ainda não estarem claros os mecanismos e vias metabólicas pelos quais a RD 

atua na extensão da longevidade, vias sensoras de nutrientes parecem estar ativamente 

envolvidas nesse processo (Kenyon, 2010). Como pode ser observado na Figura 1, a 

maioria das vias envolvidas no envelhecimento, como Insulina/IGF-1 (Heemst et al., 

2005), TOR (Schieke e Finkel, 2007), AMP quinase (Greer et al., 2009) e sirtuínas (Wood 

et al., 2004), parece sofrer influência da RD. A via mais ativamente envolvida na extensão 

da longevidade como resposta a RD depende de como e quando ela é imposta, assim 

como do organismo a ela submetido. Em C. elegans, dieta hipocalórica intermitente 

estende a longevidade através da inibição de via de insulina/IGF-1, mas restrição calórica 

crônica parece agir através da via TOR (Kenyon, 2010). Restrição dietética iniciada na 

“meia-idade” nesse nematódeo requer AMP quinase para ter efeito, mas essa quinase 

não é necessária para restrição dietética crônica desde a juventude (Honjoh et al., 2009; 

Kenyon, 2010). 

 A proteína Sir2 parece ter um papel importante na regulação dos efeitos de RD na 

longevidade (Guarente e Picard, 2005). Além de aumentar a atividade silenciadora de 

Sir2, RD não estende o tempo de vida em leveduras com Sir2 deletados (Lin et al., 2000). 

Em Drosophila, RD aumenta os níveis de mRNA de Sir2 e não tem efeitos no tempo de 

vida de mutantes nulos sir2 (Rogina et al., 2002). Além disso, RD não confere extensão 

adicional de longevidade em díptero que teve o tempo de vida ampliado devido à 

superexpressão de Sir2 (Rogina e Helfand, 2004). Contudo, apesar dessas evidências, 

ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual Sir2 é ativado por RD. Acredita-se que RD 

atue através do aumento da respiração em detrimento da fermentação em leveduras (Lin 

et al., 2004) e da redução da glicose circulante em mamíferos (Koubova e Guarente, 
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2003). Essas alterações metabólicas resultam num aumento da proporção de 

NAD/NADH, ativador de Sir2, que por sua vez ocasiona a repressão da via Insulina/IGF-1 

(Koubova e Guarente, 2003).  

 

 
Figura 1. Restrição dietética e vias metabólicas envolvidas na regulação da longevidade. RD está 
relacionada com a inibição da cascata metabólica da via insulina/IGF-1 (a), permitindo a ativação de fatores 
de transcrição FOXO (b), que por sua vez induzem a expressão de uma série de genes relacionados ao 
estresse, inclusive os de chaperonas (c?). Proteínas FOXO também são ativadas através da rota de AMPK 
(e), acionada em caso de baixo nível de glicose ocasionada por RD (d). A via de sinalização TOR/quinase 
também é inibida por RD, fato relacionado ao aumento da respiração mitocondrial (h) e da longevidade. A 
repressão de TOR pode ocorrer através da indução da rota AMPK (f) ou através de outras vias e cascatas 
ainda não bem estabelecidas (g). A longevidade também é estendida por RD por seu efeito no aumento da 
proporção NAD+/NADH, cofator necessário à ativação de Sir2 (i). Sir2 é tido como ativador de FOXO (j), 
além de bloquear cascatas apoptóticas através da inativação P53 e de BAX (k). A superexpressão de Sir2 
está associada à expressão de chaperonas, sem as quais não há aumento de longevidade, fato que pode 
sugerir atuação trans da desacetilase, podendo atuar direta ou indiretamente na regulação da expressão de 
Hsp22 (l?). Hsp22 atua na mitocôndria possivelmente por prevenir agregação de proteínas inativas (m). 
Essa sua atuação como chaperona pode ser um mecanismo que se justapõe à RD, que está relacionado 
com o aumento de turnover de proteínas (o). Figura adaptada de Vijg e Campisi (2008). 
 

 A restrição dietética é muitas vezes tratada como restrição calórica (RC), devido às 

evidências preliminares de que a restrição energética (quantidade de calorias) era o fator 

determinante na extensão da longevidade (Masoro et al., 2000). No entanto, estudos 
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posteriores demonstraram que a diminuição ou suplementação de alguns nutrientes, 

independentemente da alteração energética do alimento, também é capaz de alterar o 

tempo de vida (Mair et al., 2005; Ja et al., 2009). A redução de metionina em dietas 

isocalóricas aumenta o tempo de vida em roedores (Orentreich et al., 1993) e restrição 

proteica em D. melanogaster é capaz de estender a longevidade significativamente (Lee 

et al., 2008; Grandison et al., 2009b). 

 Embora se saiba que a proporção entre proteínas e carboidratos é fator crítico para 

a extensão da longevidade em resposta à restrição dietética de D. melanogaster (Bass et 

al., 2007a; Grandison et al., 2009b; Mair et al., 2005), não é conhecido se os lipídios 

também podem ter efeitos sobre o envelhecimento neste organismo. Dos macronutrientes 

testados em ensaios com RD em Drosophila, os lipídios vêm sendo negligenciados, 

apesar das evidências de seu papel na regulação do metabolismo (Frühbeck et al., 2001; 

Fatehi-Hassanabad e Chan, 2005). Os ácidos graxos atuam como moléculas 

sinalizadoras no estabelecimento de mecanismos regulatórios epigenéticos (Waterland e 

Rached, 2006), os quais são relacionados com a longevidade e regulação do processo de 

envelhecimento (Niculescu e Lupu, 2011), sendo importante entender seu mecanismo de 

atuação.  

  

2.4.2. Resveratrol  

 
O consumo leve a moderado de bebidas alcoólicas diminui o risco de morte por 

doenças cardiovasculares em mais de 30% em relação ao consumo excessivo e à 

abstenção de álcool etílico (Rimm et al., 1996). No entanto, evidências sugerem que o 

consumo de vinho tinto confere maiores benefícios em proteger de problemas 

coronarianos que outros tipos de bebidas alcoólicas (Gronbaek et al., 2000; Wu et al., 

2001). O resveratrol é a substância do vinho que chamou mais atenção pelo fato de, 

dentre outros efeitos, ser capaz de estender o tempo de vida de vários organismos como 
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leveduras (Howitz et al., 2003), nematódeos (Viswanathan et al., 2005) e drosófilas (Wood 

et al., 2004).  

 A atividade do resveratrol foi demonstrada em uma série de vias metabólicas na 

proteção contra doenças cardiovasculares, inflamação crônica, infecção, câncer, derrame 

cerebral e patologias associadas ao envelhecimento (Vidavalur et al., 2006). Além de 

possuir propriedades anticoagulantes (Fauconneau et al., 1997), o resveratrol inibe a 

oxidação de LDL e induz a atividade de ligação de DNA de NF-κB, o que eleva a geração 

de óxido nítrico e citocinas angiogênicas, promovendo agiogênese e melhora da 

circulação coronariana e prevenindo a arterosclerose (Vidavalur et al., 2006). Esse 

polifenol também age como um fitoestrogênio, podendo mimetizar os benefícios 

cardioprotetores e anticancerígenos dos estrogênios naturais (Gehm et al., 1997). O 

resveratrol também atua na inibição da via de ciclooxigenase, envolvida no 

desenvolvimento de doenças autoimunes, como doença de Chroh e psoriase (Simmons 

et al., 2004). 

 Efeitos dessa substância, tais como aumento da sensibilidade à insulina, redução 

do fator de crescimento similar à insulina-1 (IGF-I), aumento da atividade da proteína 

quinase dependente de AMP (AMPK) e da atividade do proliferador de peroxissomos 

ativado pelo receptor gama 1-alfa (PGC-1alpha), aumento do número de mitocôndrias e 

melhora da função motora, sugerem um poderoso efeito de modificação dos padrões de 

expressão gênica pelo resveratrol (Pirola and Frojdo, 2007). O resveratrol é capaz de 

reverter sinais típicos de senescência, como reduzir formação de catarata (Zheng et al., 

2010) e melhorar a coordenação motora (Sinha et al., 2002), além de reduzir a inflamação 

e apoptose (Martinez e Moreno, 2000). 

 A extensão de vida ocasionada pelo resveratrol parece ocorrer através de 

mecanismo relacionado à restrição dietética. O resveratrol induz padrões de expressão 

gênica paralelos aos da RD em roedores (Barger et al., 2008). Em humanos obesos, 
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suplementação de resveratrol por 30 dias ocasiona mudanças metabólicas semelhantes 

as da RD (Timmers et al., 2011). Esse fitonutriente é capaz de se opor significativamente 

aos efeitos de uma dieta altamente calórica em 144 de 153 rotas, mostrando que essa 

molécula tem amplos efeitos sobre a regulação de genes envolvidos no desenvolvimento 

de doenças crônico-degenerativas (Baur e Sinclair, 2006). 

 O resveratrol parece estender o tempo de vida ativando AMPK de maneira 

independente de FOXO (Bauer e Sinclair, 2006). Acredita-se que sua atuação como 

composto ativador de sirtuínas (STAC) seja um dos mecanismos pelo qual o resveratrol 

estenda a longevidade (Howitz et al., 2003). O envolvimento do resveratrol na via de Sir2 

é evidenciado pelo fato de organismos deficientes em Sir2 serem incapazes de aumentar 

sua longevidade através do consumo do trans-resveratrol, sugerindo que essa molécula 

seria capaz de mimetizar o mecanismo de restrição de calorias, bem como de induzir os 

mesmos benefícios fisiológicos (Wood et al., 2004). 

A grande sobreposição de vias metabólicas compartilhadas por Sir2, Hsp22, RD e 

resveratrol serve como evidência molecular para justificar a importância de estudos que 

visam entender a relação entre esses fatores e seus efeitos no aumento do tempo de vida 

(Antosh et al., 2011). O resveratrol é capaz de reverter muitas das vias metabólica 

responsáveis por patologias envolvidas no envelhecimento resultante de dieta rica em 

gordura saturada (Rivera et al., 2009) como inflamação crônica, síndromes metabólicas e 

autoimunes (Hotamisligil, 2006). Esse polifenol também já foi caracterizado como indutor 

de resposta de choque térmico, ativando uma série de genes Hsps (Putics et al., 2008). 

Além disso, as propriedades de modulação epigenética compartilhada por lipídios, Sir2 e 

resveratrol também são indicativas da interação desses componentes na extensão da 

longevidade que não podem ser ignoradas.  
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivo geral 

 
 O objetivo deste trabalho foi analisar a interação da restrição dietética e o do 

resveratrol na expressão do pufe Hsp22 e seus efeitos sobre a senescência em diferentes 

linhagens de Drosophila melanogaster 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. Analisar os efeitos da utilização de lipídios como variável qualitativa e 

quantitativa na experimentação com restrição dietética (RD) em D. 

melanogaster; 

2. Determinar os efeitos da restrição calórica e da administração de resveratrol na 

sobrevivência, taxa de mortalidade, deterioração neuromotora e no tamanho do 

pufe Hsp22 nas linhagens Oregon-R selecionadas para desenvolvimento 

precoce (OP), desenvolvimento tardio (OT) e controle (OC) de D. melanogaster 

e em linhagem mutante sir2; 

3. Avaliar a ocorrência de correlação entre tamanho do pufe Hsp22, longevidade e 

desempenho dos adultos em bioensaios de geotaxia negativa nas linhagens 

estudadas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 Os experimentos se dividiram em duas partes. Os ensaios da parte I foram 

realizados com a finalidade de investigar a atuação dos lipídios em ensaios de restrição 

dietética (RD) em Drosophila melanogaster, utilizando a linhagem selvagem OC (Oregon 

R).  Na parte II foram testados os efeitos da alteração dietética e da administração de 

resveratrol na senescência e formação de pufe Hsp22 em diversas linhagens de D. 

melanogster.  

 

4.1. Linhagens e manutenção dos estoques de Drosophila melanogaster 

 
Apenas a linhagem Oregon–R OC (controle, parental das linhagens OP e OT) de 

Drosophila melanogaster foi utilizada na parte I. Na parte II foram utilizadas as linhagens 

de D. melanogaster Oregon–R OP (desenvolvimento precoce), OT (desenvolvimento 

tardio), OC (controle, parental de OP e OT) e as linhagens controle Swt 6599 (genótipo y1 

w67c23, selvagem Sir2, marcas fenotípicas yellow e white) e mutante Sir2- 12966 (genótipo 

y1 w67c23 P{SUPor-P}sir2KG00871, mutante sir2 por mutagênese com elemento P, e 

revertente selvagem para yellow e white). As linhagens de Oregon-R selecionadas para 

velocidades extremas de desenvolvimento estão descritas em Loreto e Oliveira (1988a, b) 

e foram cedidas ao Laboratório de Experimentação em Drosophilas (LED) pelo setor de 

Drosophila do Departamento de Genética da UFRGS. As demais linhagens estão 

descritas em Rogina e Helfand (2004) e foram obtidas do Bloomington Drosophila Stock 

Center (Indiana University, Indiana, EUA). 

 O meio de cultura das moscas do estoque foi preparado pelo cozimento em 

microondas de farinha de milho (15%), farinha de aveia (5%), farinha de centeio (2,5%), 

banana (10%), levedura de pão (1%), açúcar comum (1%), mel (3%), ácido propriônico 

(0,12%), ácido fosfórico (0,12%) e metilparabeno (0,08%) diluído em 15 ml de etanol 5% e 
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água, suficiente para alcançar consistência firme. A população foi mantida em vidros de 

100 ml, com uma média de 40-60 indivíduos por vidro, com sobreposição de gerações 

(exceto linhagens OP e OT), num ciclo de 12 horas claro/escuro a cerca de 24ºC (+/- 2ºC) 

e 70% de umidade.  

 

4.2. Elaboração dos meios de cultura do ensaio de longevidade 

 
Parte I:  

 
Para elaborar a composição dos meios foram utilizadas três estratégias de 

modificações de parâmetros. A primeira estratégia, para preparar o meio α, consistiu em 

diluições totais de 0,25, 0,5, 1, 1,5 e 2, mantendo constante a razão calórica de 15:31:4 

entre gordura, açúcar e proteína, respectivamente. A segunda estratégia, para produzir 

dietas isocalóricas (meio β), consistiu em alterar a proporção de lipídios (0%, 10%, 30%, 

50% e 70%) em relação aos outros macronutrientes. A terceira estratégia, para obter o 

meio γ, consistiu em manter fixa a quantidade de açúcar e proteína (com razão de 8:1), 

adicionando quantidades diferentes de lipídios (0g/L, 3g/L, 15g/L, 30g/L, 45g/L e 60g/L). 

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estão descritas as proporções e ingredientes dos meios.  

 
Tabela 1 – Composição do meio α. Obtido por diluição total, mantendo a mesma 
proporção entre todos os elementos, mas com conteúdos calóricos diferentes. 
 

Diluição 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 

Açúcar 21 g/L 42 g/L 84 g/L 126 g/L 168 g/L 

Fermento 6,5 g/L 13 g/L 26 g/L 39 g/L 52 g/L 

Lipídios 6,5 g/L 13 g/L 26 g/L 39 g/L 52 g/L 

 

 

Tabela 2 – Composição do meio β. Produzido pela alteração da proporção dos lipídios em 
relação a proteínas e açúcares, mantendo-se isocalóricos. 
 

Proporção 
lipídica 

0% 10% 30% 50% 70% 

Açúcar 118.5 g/L 102.5 g/L 84 g/L 59.5 g/L 36 g/L 

Fermento 37 g/L 32 g/L 26 g/L 18,5 g/L 11 g/L 

Lipídios 0 8,5 g/L 26 g/L 43 g/L 60 g/L 
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Tabela 3 – Composição do meio γ. Preparado para manter a proporção e quantidade de 
proteína e açúcar fixas, com suplementação com lipídios e conteúdo calórico diferente 
advindo exclusivamente dos lipídios. 
 
Lipídios 

adicionados 
0g/L 3g/L 15g/L 30g/L 45g/L 60g/L 

Açúcar 80 g/L 80 g/L 80 g/L 80 g/L 80 g/L 80 g/L 

Fermento 24 g/L 24 g/L 24 g/L 24 g/L 24 g/L 24 g/L 

Lipídios 0 3 g/L 15 g/L 30 g/L 45 g/L 60 g/L 
 

 

 Os ingredientes Agar (0,12%), ácido propriônico (0,12%) e Metilparabeno (0,08%) 

foram comuns a todos os meios. As fontes dos principais ingredientes foram 

padronizadas, utilizando Açúcar Cristal Olho D´agua, Fermento Biológico Fermipan Brown 

e Gordura Vegetal Primor. Convém ressaltar que a quantidade dos ingredientes não foi 

definida em relação à massa dos nutrientes, mas em relação à proporção calórica de 

cada nutriente. 

 

 

Parte II: 

 
Todas as moscas foram submetidas a dietas controladas, em meio padrão 

(representado por “P”), meio hipocalórico (representado por “-”, por diluição total de 0,4 do 

meio padrão) e meio hipercalórico (representado por “+”, meio padrão 2,5 vezes mais 

concentrado). Diversos testes preliminares foram feitos até estabelecer a composição e a 

metodologia apropriada para confecção dos meios de cultura, com composição nutricional 

e consistência apropriada. O meio padrão consistiu em açúcar refinado (6%), fermento 

biológico (1,85%), gordura vegetal hidrogenada (4,5%), Agar (0,8%), ácido propriônico 

(0,6%) e Metilparabeno (0,08%). Para os ensaios com resveratrol foi utilizado trans-

resveratrol (Sigma, Saint Louis, EUA) diluído em etanol (70%). Cada tipo de meio foi 

dividido em três classes: meio sem resveratrol (controle), meio com resveratrol 5 M 

(representado por “R”) e meio com resveratrol 50 M (representado por “RR”), em 

adaptação de Bass et al. (2007b). 
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4.3. Ensaios de longevidade e fecundidade 

 
Antes dos ensaios definitivos foram realizados testes de cultivo das linhagens para 

obter uma densidade larval consistente e constante, para minimizar sua interferência nos 

resultados finais. As moscas foram obtidas em um intervalo de 24h após a eclosão dos 

primeiros indivíduos dos vidros contendo meio de estoque e transferidas para vidros com 

os diferentes tipos de meio do ensaio e deixadas por mais 24h para permitir cópula. As 

moscas foram anestesiadas sob efeito de 1mL de éter etílico (98%) por 2 minutos para 

permitir a separação de fêmeas e machos, que em seguida foram transferidos para vidros 

vazios contendo 40 indivíduos, onde permaneceram por cerca de 1 hora, até voltarem ao 

seu estado ativo normal. Após esse período, as moscas foram transferidas para vidros 

contendo os meios do ensaio. A moscas foram transferidas para meio fresco 

regularmente duas vezes por semana e a mortalidade foi contabilizada a cada 2 dias. 

Todos os tratamentos, tanto da parte I como da parte II, foram testados no minímo em 

tréplica. 

Para o ensaio de fecundidade, exclusivo da parte I, as mesmas fêmeas do ensaio 

de longevidade foram transferidas a cada 4 dias para um novo vidro onde foram mantidas 

por 15 a 18 horas e em seguida colocadas em vidro com meio fresco. Os ovos 

depositados nesse período foram contados manualmente utilizando uma lupa. O índice de 

fecundidade foi determinado como a quantidade média de ovos postos por uma fêmea ao 

longo de sua vida. 

 

 

4.4. Ensaio de Repetição Rápida de Geotaxia Negativa (RING) 

 
O modelo D. melanogaster também é utilizado no estudo da deterioração 

locomotora senil, que nestes animais é frequentemente medida através de ensaio de 

geotaxia negativa. O teste RING foi realizado conforme Gargano et al. (2005), com 
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algumas adaptações. O aparelho RING consistiu em uma base de isopor com 6 tubos de 

vidro cilíndricos [15 X 2,5 cm (H X OD)] inseridos em fendas elaboradas de modo a 

acoplar os tubos (Figura 2).  

A cada quatro (parte I) ou sete (parte II) dias machos previamente coletados e 

utilizados no ensaio de longevidade foram transferidos para os vidros do aparato RING. O 

ensaio é iniciado com a estimulação da resposta de geotaxia negativa das moscas 

através de rápidas batidas do aparelho contra a bancada por três vezes sucessivamente. 

Conforme Morrow (2004b), os indivíduos capazes de subir 8 cm em até 7 segundos foram 

contados a partir da filmagem do ensaio (Câmera fotográfica digital Sony Cybershot DSC-

W300). O teste foi repetido cinco vezes consecutivas, com um intervalo de 30 segundos 

entre cada repetição. 

 

 

Figura 2. Aparato utilizado para 
realização do teste RING. 

 

 

4.5. Preparações citogenéticas 

 
Foram elaborados meios especiais de ovoposição que consistiram apenas em 

água destilada e Agar. Moscas jovens (máximo 10 dias de idade) foram mantidas nesses 

vidros por cerca de 20 horas, tempo suficiente para postura de grande quantidade de 

ovos, mas não o bastante para que os embriões atinjam o estágio larval. Decorrido o 

período, os ovos foram separados e transportados para o meio específico do tratamento, 
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perfazendo 20 ovos por vidro. Os meios foram mantidos a 25º C até aparecerem as 

primeiras larvas de 3º estágio. 

As preparações de cromossomos politênicos foram obtidas através de 

esmagamento de glândulas salivares de larvas de 3º estágio. Após dissecção em solução 

salina 0,67% as glândulas foram fixadas em solução 3:2:1 de ácido acético, água e ácido 

lático (Campos et al., 2007) e coradas com solução de orceína acética a 1%, conforme 

Henderson et al. (2004). 

 

 

4.6. Análise citogenética 

 
 As lâminas foram analisadas e fotografadas através do fotomicroscópio Leica 

DMLB, utilizando o software Leica IM50. Foram analisadas 4460 células de 891 

indivíduos, conforme discriminado na Tabela 4. Braços cromossômicos 3L foram 

avaliados a fim de identificar os padrões dos pufes nos quais o gene Hsp22 se encontra 

(Corces et al., 1980). 

 
Tabela 4 – Quantidade de indivíduos e células analisadas em cada tratamento para a 
quantificação da expressão dos pufes correspondentes aos genes Sir2 e Hsp22 de Drosophila 
melanogaster. 

 
                          Meios 

Total 

Linhagens - -R -RR P PR PRR + +R +RR  

OC 
Indivíduos 18 15 15 15 12 18 39 30 18 180 

Núcleos 90 75 75 75 60 90 195 150 90 900 

OP 
Indivíduos 15 9 6 15 18 18 21 18 21 141 

Núcleos 75 45 30 75 90 90 105 90 105 705 

OT 
Indivíduos 9 5 4 33 12 18 15 24 15 135 

Núcleos 45 30 20 165 60 90 75 120 75 680 

SW 
Indivíduos 18 15 15 18 12 27 36 27 24 192 

Núcleos 90 75 75 90 60 135 180 135 120 960 

S- 
Indivíduos 12 9 12 33 30 27 40 50 30 243 

Núcleos 60 45 60 165 150 135 200 250 150 1215 

Total 
Indivíduos 72 53 52 114 84 108 151 149 108 891 

Núcleos 360 270 260 570 420 540 755 745 540 4460 
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 A quantificação dos padrões de pufes foi realizada conforme Berendes (1965), o 

qual confere valores a cada variação de padrão, como pode ser observado na Tabela 5. 

Os padrões de pufes foram comparados com os de Ashburner e Berendes (1978), 

considerados padrão para D. melanogaster. 

 
 
Tabela 5 – Quantificação dos padrões de pufe. 

 

Valor atribuído Características 

0 Bandas inativas e bem coradas 

1 Bandas levemente descondensadas 

2 Pequenos pufes 

3 Pufes de tamanho médio 

4 
Pufes grandes, com diâmetro duas vezes maior que o de uma banda 

vizinha condensada 

 

 

4.7. Análise dos dados 

 
O tempo de vida médio e máximo das moscas foram calculadas utilizando o Excel 

(2010) e comparadas através do teste log-rank no BioStat 5.3 (2007). A longevidade 

máxima foi obtida a partir da média dos indivíduos 10% mais longevos da população. Os 

valores de p das comparações de fecundidade foram obtidos através do teste Wilcoxon 

rank-sum também utilizando o BioStat 5.3 (2007).  

A mortalidade idade-específica foi estimada como o número de animais vivos no 

fim do intervalo de tempo sobre o número de animais no começo do intervalo: qx= Vf/Vi. A 

taxa de mortalidade instantânea (hazard rate – hz)  foi calculada através da fórmula hz = 

2qx/(2-qx). 

A trajetória de mortalidade foi construída através do ajuste dos dados de 

mortalidade instantânea ao modelo de mortalidade de Gompertz (Magalhães et al., 2005): 

μx = Aeαx , onde μx representa a taxa de mortalidade na idade x; A é a taxa de 

mortalidade inicial (IMR), independente da idade; e α é a taxa de envelhecimento (RoA), 
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observada como inclinação da curva de mortalidade. Ambos os parâmetros do modelo, A 

e α, foram estimados através de regressão não linear no programa JMP 9.0.2 (2010). O 

ajuste linear foi dado através da equação ln(μx) = ln(A) + αx. O tempo de duplicação da 

taxa de mortalidade (MRDT) mede o periodo de tempo necessário para que taxa de 

mortalidade dobre, foi calculada a partir de ln(2)/α e comparados através do teste-t das 

regressões.  

A análise das relações e proporções entre as variáveis foi realizada através da 

Metodologia de Superfície de Resposta, no software JMP 9.0.2 (2010). Foi utilizada uma 

regressão linear de mínimos quadrados para estimar a superfície de resposta de cada 

tratamento, que foram comparadas através do teste F, como descrito por Lee et al. 

(2008).  

As gravações do teste RING foram transferidas para o computador, em que foram 

utilizadas as imagens congeladas no 8º segundo para contagem das moscas que 

conseguiram atingir ou ultrapassar 8 centímetros de altura. O desempenho das moscas 

foi obtido a partir da média de cinco repetições. Os desempenhos no teste RING foram 

comparados utilizando teste paramétrico padrão (test t) no próprio Excel (2010). 

 As diferenças das médias dos padrões de pufes também foram testadas pelo teste 

t de Student utilizando o Excel (2010). Os ajustes de curva foram realizados, quando 

necessários, nos softwares JMP 9.0.2 (2010), SciDAVis 0.2.4 (2010) e Gnuplot 4.4 (2011).  
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5. RESULTADOS 

 
5.1. Parte I - Experimentação com restrição dietética em D. melanogaster utilizando 

lipídios como variável nutricional 

 
5.1.1. Sobrevivência e mortalidade 

 
 Os resultados do teste de sobrevivência nos diferentes meios de cultura podem ser 

observados na Figura 3. Inicialmente foram testadas cinco diluições, mantendo a mesma 

proporção entre os ingredientes (meio α). Ao contrário da diluição 0,5, as longevidades 

médias das fêmeas nas diluições de 0,25, 1,5 e 2 foram significativamente maiores do 

que na concentração controle (Tabela 6). Não houve diferenças expressivas na 

longevidade entre a menor (0,25) e as maiores diluições (1,5 e 2; p=0,19). Em machos, a 

longevidade média teve ampliação significativa com o aumento da concentração do meio 

até alcançar um platô na concentração padrão, mantendo-se constante ao longo das 

concentrações seguintes (1,5 x 2, p=0,29). 

 Para avaliar o papel do lipídio no envelhecimento, independentemente da 

quantidade de calorias, foram testadas cinco diferentes proporções entre lipídios e 

carboidrato+proteína, mantendo-se o mesmo conteúdo calórico (dietas isocalóricas - meio 

β). A longevidade média de fêmeas em todas as proporções dietéticas variou 

significativamente do meio controle (0% lipídios; Tabela 7). O ápice da longevidade 

máxima em machos foi alcançado na concentração de 30% de lipídios, passando a 

declinar na concentração de 50% (30% x 50%, p=0,006) e mantendo-se estável além 

dessa concentração (50% x 70%, p=0,18). 

 No experimento com o meio γ foi testada a utilização de lipídios tanto como 

parâmetro qualitativo (adição de lipídio) como quantitativo (aumento gradual da 

quantidade de lipídio), mantendo-se a quantidade, índice calórico e proporção dos outros  
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Tabela 6 – Parâmetros de longevidade e mortalidade de Drosophila melanogaster no Meio α. 

 
Gênero 

 
Diluição 
Meio α 

n LMed LMax IMR RoA MRDT %MRDT p 

Fêmeas 

0.25 172 25,27 40,23 0,0063 0,132 5,25 -6% 0,23 
0.5 178 17,44 40,40 0,0090 0,097 7,14 +27% 0,03 
1 191 17,07 34,42 0,0130 0,124 5,58 - - 

1.5 175 22,13 35,46 0,0041 0,178 3,89 -30% 0,04 
2 187 21,86 37,22 0,0020 0,179 3,87 -30% <0,0001 

Machos 

0.25 99 30,00 37,01 0,0011 0,200 3,46 -48% <0,0001 
0.5 79 26,54 50,09 0,0070 0,095 7,29 +8% 0.006 
1 70 30,26 63,43 0,0120 0,103 6,72 - - 

1.5 76 41,52 58,25 0,0037 0,130 5,33 -20% 0,018 
2 68 29,29 57,02 0,0080 0,205 3,38 -49% <0,0001 

n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade inicial; RoA, 
taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); %MRDT, diferenças em porcentagem do 
MRDT em relação ao grupo controle (em negrito). 

 

Tabela 7 – Parâmetros de longevidade e mortalidade de Drosophila melanogaster no Meio β. 
 

Gênero 
 

Diluição 
Meio β 

n LMed LMax IMR RoA MRDT %MRDT p 

Fêmeas 

0% 148 28,93 69,00 0,0080 0,076 9,12 - - 
10% 171 17,76 39,70 0,0180 0,091 7,61 -16% 0,001 
30% 191 17,07 34,42 0,0130 0,124 5,58 -38% 0,0006 
50% 164 17,62 29,79 0,0070 0,176 3,93 -56% <0,0001 
70% 155 20,70 29,00 0,0026 0,240 2,88 -68% <0,0001 

Machos 

0% 67 30,15 34,04 0,0011 0,170 4,07 - - 
10% 80 26,14 41,50 0,0070 0,110 6,30 +54% <0,0001 
30% 70 30,26 63,43 0,0120 0,103 6,72 +65% <0,0001 
50% 88 19,36 27,13 0,0080 0,180 3,85 -5% 0,06 
70% 68 22,43 26,00 0,0037 0,178 3,89 -5% 0,24 

n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade inicial; RoA, 
taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); %MRDT, diferenças em porcentagem do 
MRDT em relação ao grupo controle (em negrito). 

 

 
Tabela 8 - Parâmetros de longevidade e mortalidade de Drosophila melanogaster no Meio γ. 

 
Gênero Diluição 

Meio γ  
n LMed LMax IMR RoA MRDT %MRDT p 

Fêmeas 

0g/L 99 39,22 63,60 0,0011 0,089 7,70 - - 
3g/L 167 33,34 57,01 0,0038 0,120 5,77 -25% 0,002 
15g/L 182 19,50 48,11 0,0047 0,138 5,02 -35% 0,005 
30g/L 171 17,07 34,42 0,0130 0,111 6,24 -19% 0,0006 
45g/L 156 18,30 35,97 0,0049 0,180 3,85 -50% 0,001 
60g/L 183 18,35 33,08 0,0001 0,267 2,59 -66% 0,001 

Machos 

0g/L 52 33,09 42,00 0,0001 0,131 5,29 - - 
3g/L 96 38,36 65,54 0,0115 0,099 7,00 +32% <0,0001 
15g/L 73 39,75 60,87 0,0010 0,091 7,61 +44% 0,001 
30g/L 70 30,26 63,43 0,0020 0,102 6,79 +28% <0,0001 
45g/L 72 22,44 54,44 0,0150 0,127 5,45 +3% 0,19 
60g/L 79 24,27 45,40 0,0180 0,171 4,05 -23% <0,0001 

n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade inicial; RoA, 
taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); %MRDT, diferenças em porcentagem do 
MRDT em relação ao grupo controle (em negrito). 
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ingredientes. Como pode ser observado na Tabela 8, a  longevidade média e máxima das 

fêmeas apresentou ápice nos meios com ausência de lipídios, declinando até a adição de 

30g/L de lipídios (p<0,0001), a partir de onde se manteve estável (30g/L x 45g/L e 60g/L; 

p>0.08). Em machos, a adição de quantidades moderadas de lipídios aumentou a 

longevidade média até o ápice em 30g/L. No entanto, quantidades de lipídios acima de 

30g/L tiveram efeito oposto (30g/L x 45g/L e 60g/L, p<0,0002), reduzindo a longevidade. 

 

 
Figura 3 – Efeito da alteração lipídica dietética sobre a senescência demográfica em Drosophila 
melanogaster.  Curvas de sobrevivência nos meio α, β e γ em fêmeas (A, C e E respectivamente) e em 
machos (B, D e F respectivamente). p, nível de significância referente ao controle; ND, não determinado. 
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 As trajetórias de mortalidade diferiram em relação ao gênero e ao tratamento 

(Figura 4). A menor taxa de mortalidade foi observada na concentração de 0,5 (0,25 x 0,5, 

p=0,002; 0,5 x 1,5 e 2, p<0,04). Houve diminuição na taxa de mortalidade inicial (IMR) nos 

meios 0,25, 1,5 e 2 e da taxa de envelhecimento (RoA) nos meios 0,5 em relação ao 

padrão (Tabela 6). Não houve diferença entre as concentrações 1,5 e 2 (p=0,12). A 

alteração da proporção entre lipídios e os outros ingredientes modificou significativamente 

a mortalidade das fêmeas, elevando a taxa de mortalidade instantânea proporcionalmente 

ao aumento da proporção de lipídios (Tabela 7), diminuindo drasticamente o tempo de 

duplicação de taxa de mortalidade (MRDT). A adição de lipídios à composição fixa de 

carboidratos e proteínas (meios γ) alterou significativamente a trajetória de mortalidade 

em fêmeas (Tabela 8), que alcançaram a menor RoA e maior MRDT na ausência de 

lipídios (meio β, 0% e meio γ, 0g/L). A adição de lipídios aumentou RoA e diminuiu MRDT 

em fêmeas proporcionalmente à quantidade adicionada.   

 A resposta dos machos em relação às diluições totais do meio foi semelhante à 

das fêmeas, com diminuição da inclinação da trajetória da curva no meio 0,5 em relação 

aos meios mais concentrados (0,5 x 1,5 e 2; p<0.0001) e em relação ao meio mais diluído 

(0,5 x 0,25, p<0.05). Houve diminuição da IMR nas diluições 2 e 1,5, mas não foi 

observada redução de RoA em nenhuma diluição quando comparada ao padrão. Ambos 

os sexos apresentaram maiores MRDT na diluição 0,5 (Tabela 6). Machos alcançaram a 

menor mortalidade instantânea em meios contendo quantidades leves e moderadas de 

lipídios (Meio γ, 3g/L e 15g/L). A adição de lipídios acima dessas quantidades diminuiu a 

taxa de envelhecimento e aumentou MRDT (p<0,001). A proporção de lipídios no qual 

machos tiveram menor taxa de mortalidade instantânea foi 30% (30% x resto, p<0,04). 

Nesses meios, o MRDT aumentou até a proporção de 30%, a partir do qual diminuiu, 

mantendo constante entre as proporções lipídicas em 50% e 70% (p=0,28). 
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Figura 4 – Logaritmo natural da taxa de mortalidade de populações de Drosophila melanogaster 
submetidas a diferentes dietas. Trajetórias de mortalidade nos meios α, β e γ em fêmeas (A, C e E 
respectivamente) e em machos (B, D e F respectivamente), baseadas nos parâmetros de Gompertz 
(Magalhães et al., 2005) nos diferentes tratamentos dietéticos. 

 

 

 

5.1.2. Fecundidade 

 
 A fecundidade de D. melanogaster foi analisada a partir do índice de ovoposição, 

que consistiu no número médio de ovos colocados por cada fêmea no decorrer da vida 

(Figura 5). O maior índice de ovoposição foi observado no meio sem lipídios e na diluição 
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2 (meio α) e o menor índice na diluição 0,25 (meio α) e 1,5 e 2 (meio γ). O número de 

ovos por fêmea aumentou proporcionalmente à concentração do meio (meio α). O 

aumento da proporção de lipídios em relação aos outros ingredientes diminuiu 

significativamente o índice de ovoposição (0% x 10%, p=0,03), mantendo-se estável em 

10%, 30% e 50% (p>0,1), caindo bruscamente no meio de proporção 70% (50% x 70%, 

p=0,024). Pequena adição de lipídio foi o suficiente para diminuir intensamente a 

ovoposição (0g/L x 3g/L, p=0,0003), que se manteve estável até a adição de 30g/L (3g/L x 

15g/L e 30g/L, p>0.17), a partir da qual voltou a declinar (30g/L x 45g/L e 60g/L, p<0,01). 

 
 

 
Figura 5. Longevidade média, máxima e índice de ovoposição de fêmeas de Drosophila 
melanogaster em resposta à alteração lipídica do meio. Efeitos de diluições totais do meio α (A), da 
alteração da proporção de lipídios no meio β (B) e da suplementação com lipídios no meio γ (C) no 
tempo médio e máximo de vida e na fecundidade de fêmeas de D. melanogaster.  

 

5.1.3. Teste RING 

 
 A restrição dietética não melhorou o desempenho geral dos machos no ensaio de 

repetição rápida de geotaxia negativa (RING) no meio α. Machos alimentados com o 

meio energeticamente mais rico foram significativamente melhores no ensaio RING (2 x 

0,25, 0,5, 1, 1,5, p<0,03), tanto na juventude (p<0,02; com exceção de 0,5, p=0,11), 

quanto na maturidade (p<0,01), como pode ser observado na Figura 7.  Nos meios β e γ, 

os machos apresentaram um melhor desempenho geral nos meios sem lipídios, quando  
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Figura 6 – Desempenho de machos de Drosophila melanogaster no teste RING. (A) Diluição do 
meio não melhorou desempenho no ensaio de geotaxia negativa. (B) Aumento da proporção de 
lipídios e (C) adição de gordura prejudicou o desempenho no teste RING (Gargano et al., 2005).  

 
 

 

Figura 7– Longevidade média, máxima e deterioração da resposta neuromotora em resposta 
à alteração lipídica do meio em machos de Drosophila melanogaster. Efeitos de diluições totais 
(A), da alteração da proporção de lipídios (B) e da suplementação com lipídios (C) no tempo médio 
e máximo de vida e na aceleração média de deterioração do desempenho no teste RING entre a 
juventude (média do desempenho até 19 dias) e a maturidade (média do desempenho a partir de 20 
dias até 35 dias de vida). 
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comparados com outras concentrações/adições lipídicas (0% x outros meios β, p<0,007; 

0g/L x outros meios γ, p<0,01). Os meios nos quais os machos atingiram melhor 

desempenho foram diluição 2 e proporção 0 de lipídios, não havendo diferença 

significativa entre eles (p=0,54), tanto na juventude (p=0,42) quanto na maturidade 

(p=0,07). 

 

5.1.4. Superfície de Resposta 

 
 Apesar do experimento não ter sido planejado com este objetivo, os dados obtidos 

neste trabalho também foram utilizados para gerar um mapa de espaço nutricional lipídios 

x proteínas-carboidratos, no qual superfícies de resposta de longevidade média e 

máxima, fecundidade (Figura 8) e MRDT (Figura 9) pudessem ser aferidas. A forma da 

superfície de resposta variou de acordo com o sexo e parâmetro avaliado (LMed fêmeas x 

LMed machos, LMax fêmeas x LMax machos, p=0,01; LMed fêmeas x LMax fêmeas, 

p=0,08; LMed machos x LMax machos, p=0,0006; LMed fêmeas x Fecundidade, 

p=0,002). Fêmeas apresentaram maior longevidade média e máxima, assim como maior 

MRDT, em dieta sem ou com baixa proporção de lipídios (P-C:L, 1:0 até 12:1) e conteúdo 

energético intermediário, que foram diminuindo gradativamente com o aumento da 

proporção de lipídios. A resposta de superfície da produção média de ovos por fêmea 

atingiu o pico em conteúdo calórico mais elevado (acima de 700 Kcal total), em todas as 

proporções lipídicas.  

 A longevidade média de machos teve ápice nas concentrações calóricas e lipídicas 

mais elevadas. A superfície de resposta da longevidade máxima demonstra um padrão 

disruptivo, com ápices em meio com conteúdo calórico total intermediário, com proporção 

nula à média de lipídios (P-C:L, 1:0 à 4:1) e em meios com conteúdo energético total alto, 

com maior proporção de calorias provenientes de lipídios em relação aos outros 

compenentes do meio (2:1). A resposta de superfície de MRDT descreveu padrão similar 
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ao de longevidade máxima, mas com ápice apenas em conteúdos calóricos moderados 

(350 à 500 Kcal totais), com concentrações altas de lipídios. A fecundidade e a 

longevidade em ambos os sexos não se mantiveram ao curso da linha isocalórica, 

indicando que as diferenças dessas respostas não foram devido à restrição energética 

(RC). 

 

Figura 8 – Efeitos da proporção de calorias procedentes de lipídios em relação a calorias de 
carboidratos e proteínas na longevidade e fecundidade de D. melanogaster. Longevidade 
média (A), máxima (B) e na fecundidade (C) de fêmeas, e na longevidade média (D) e máxima (E) 
de machos. 
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Figura 9 – Efeitos da proporção de calorias procedentes de 
lipídios em relação a calorias de carboidratos e proteínas no 
tempo de duplicação da taxa de mortalidade (MRDT) em 
Drosophila melanogaster. Superfície de reposta em fêmeas (A) e 
em machos (B). 

 

 

 

5.2. Parte II – Efeitos da interação entre resveratrol e restrição dietética na formação 

do pufe Hsp22 e seus efeitos sobre o envelhecimento em diferentes linhagens de 

Drosophila melanogaster 

 

5.2.1. Sobrevivência e mortalidade 

 
 A curva de sobrevivência, as longevidade médias e máximas, a trajetória de 

mortalidade e o desempenho no teste de geotaxia negativa em reposta ao tratamento 

variaram de acordo com o genótipo e o sexo. Entre as linhagens de Oregon-R, fêmeas e 

machos de OT alcançaram maior longevidade média e máxima em relação à OP e OC 

((p<0,02). Não houve diferenças significativas entre longevidade média e máxima em 

ambos os sexos entre as linhagens OC e OP (p>0,08). Na linhagem OC, tanto fêmeas 

quanto machos atingiram maior longevidade nos meios hipocalóricos. Em ambos os 

sexos, o resveratrol não alterou a longevidade em meios hipocalóricos. Entretanto, 

algumas concentrações de resveratrol promoveram a diminuição da longevidade em 

meios padrão e hipercalórico (Tabela 9). A maior longevidade média em fêmeas da 

linhagem OP ocorreu no meio hipocalórico sem resveratrol e maior longevidade máxima 
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no meio hipercalórico sem resveratrol (Tabela 10). No entanto, a maior longevidade média 

e máxima em machos ocorreu em meio hipocalórico e padrão, respectivamente (Figura 

10). Tanto em fêmeas quanto em machos, o resveratrol ou não alterou ou diminuiu a 

longevidade. 

 Na linhagem OT, a maior longevidade foi atingida em meio hipercalórico, tanto em 

fêmeas como em machos. Em fêmeas, a adição de baixa concentração de resveratrol ao 

meio hipocalórico diminuiu e maior concentração aumentou a longevidade. Em meio 

padrão, a adição de resveratrol aumentou a longevidade, assim como a adição de baixa 

concentração de resveratrol ao meio hipercalórico. Por outro lado a alta concentração de 

resveratrol diminuiu a longevidade em meio hipercalórico (Tabela 11). Em machos, de 

maneira geral, a adição de resveratrol aumentou a longevidade em meios hipocalóricos e 

padrão, mas não alterou significativamente em meios hipercalóricos (Tabela 11). 

 
Tabela 9 – Parâmetros de longevidade e mortalidade da linhagem OC de Drosophila 
melanogaster nos diferentes tratamentos. 

 
Gênero Meio n LMed LMax p* IMR RoA MRDT p** 

Fêmeas 

- 149 28,12 51,55 <0,0001 0,0021 0,109 6,35 0,001 

-R 122 29,10 46,97 0,18 0,0029 0,113 6,13 0,26 

-RR 126 26,04 45,31 0, 079 0,0041 0,125 5,54 0,07 

P 87 19,00 29,20 - 0,0010 0,121 5,73 - 

PR 83 16,63 24,85 0,3 0,0028 0,139 4,98 <0,0001 

PRR 101 15,57 19,00 <0,0001 0,0051 0,378 1,83 0,0003 

+ 136 22,72 45,07 0,01 0,0011 0,191 6,63 <0,0001 

+R 95 19,80 35,05 0,042 0,0005 0,293 2,37 <0,0001 

+RR 177 19,05 33,05 0,028 0,0002 0,312 2,22 <0,0001 

Machos 

- 111 32,52 47,87 0,003 0,0014 0,128 5,41 0,04 

-R 146 30,73 44,04 0,07 0,0038 0,094 7,37 0,01 

-RR 126 28,92 42,06 0,034 0,0005 0,135 5,13 0,16 

P 182 26,60 51,80 - 0,0035 0,094 7,37 - 

PR 91 22,46 44,00 0,002 0,0005 0,090 7,70 <0,0001 

PRR 78 23,07 34,38 0,035 0,0100 0,141 4,91 <0,0001 

+ 140 28,10 46,71 0,011 0,0003 0,108 6,41 0,02 

+R 91 21,28 44,93 <0,0001 0,0136 0,098 7,07 0,07 

+RR 125 21,26 38,48 0,02 0,0110 0,145 4,78 0,0005 
n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade 
inicial; RoA, taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); p*, significância entre 
curvas de sobrevivência; p**, significância entre curvas de mortalidade. 
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Tabela 10. Parâmetros de longevidade e mortalidade da linhagem OP de Drosophila 
melanogaster nos diferentes tratamentos. 

 

Gênero Meio n LMed LMax p* IMR RoA MRDT p** 

Fêmeas 

- 148 28,34 41,23 0,2 0,0050 0,097 7,15 <0,0001 

-R 89 25,57 41,50 0,55 0,0006 0,135 5,13 0,29 

-RR 149 22,19 37,37 0,09 0,0018 0,146 4,75 0,006 

P 102 23,24 41,07 - 0,0165 0,095 7,30 - 

PR 108 19,92 27,40 0,025 0,0350 0,131 5,29 0,36 

PRR 92 20,02 26,50 <0,0001 0,0022 0,188 3,69 0,021 

+ 137 21,39 54,80 <0,0001 0,0041 0,122 5,68 0,19 

+R 109 25,53 47,11 0,07 0,0005 0,133 5,21 0,36 

+RR 102 21,90 32,81 <0,0001 0,0161 0,151 4,59 <0,0001 

Machos 

- 131 32,91 41,14 <0,0001 0,0115 0,108 6,42 0,055 

-R 120 25,89 39,38 0,11 0,0016 0,153 4,53 0,001 

-RR 109 23,32 36,66 <0,0001 0,0019 0,169 4,10 0,04 

P 82 28,38 50,16 - 0,0140 0,095 7,30 - 

PR 90 21,70 43,53 <0,0001 0,0220 0,092 7,53 0,09 

PRR 80 27,23 44,62 <0,0001 0,0108 0,109 6,36 0,26 

+ 136 29,53 47,67 0,08 0,0010 0,116 5,98 0,059 

+R 93 27,88 47,09 0,021 0,0084 0,146 4,75 0,025 

+RR 132 24,34 41,43 0,005 0,0005 0,159 4,36 0,006 
n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade 
inicial; RoA, taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); p*, significância entre 
curvas de sobrevivência; p**, significância entre curvas de mortalidade. 
 
 
 

Tabela 11. Parâmetros de longevidade e mortalidade da linhagem OT de Drosophila 
melanogaster nos diferentes tratamentos. 

 

Gênero Meio n LMed LMax p* IMR RoA MRDT p** 

Fêmeas 

- 115 24,77 42,87 <0,0001 0,0011 0,098 7,07 0,001 

-R 190 20,92 40,86 0,02 0,0016 0,156 4,44 <0,0001 

-RR 180 28,02 50,34 0,001 0,0025 0,102 6,80 <0,0001 

P 76 22,31 44,69 - 0,0003 0,190 3,65 - 

PR 84 19,95 32,69 <0,0001 0,0008 0,086 8,06 0,0001 

PRR 88 21,31 39,18 0,002 0,0009 0,095 7,30 0,04 

+ 132 34,46 50,51 <0,0001 0,0001 0,082 8,45 0,008 

+R 97 34,33 52,66 0,12 0,0003 0,108 6,42 <0,0001 

+RR 102 26,54 58,78 0,006 0,0010 0,130 5,33 0,02 

Machos 

- 140 28,36 43,64 0,0006 0,0033 0,115 6,03 0,14 

-R 144 26,47 40,45 0,001 0,0002 0,153 4,53 <0,0001 

-RR 89 30,28 50,16 0,0001 0,0002 0,097 7,15 0,0007 

P 78 18,91 41,81 - 0,0005 0,133 5,21 - 

PR 92 23,61 40,67 <0,0001 0,0007 0,121 5,73 0,0002 

PRR 88 28,63 53,31 0,002 0,0009 0,105 6,60 <0,0001 

+ 145 30,18 49,79 0,001 0,0001 0,123 5,64 0,1 

+R 127 32,62 50,17 0,11 0,0004 0,108 6,42 0,002 

+RR 133 35,19 49,00 0,37 0,0007 0,076 9,12 <0,0001 
n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade 
inicial; RoA, taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); p*, significância entre 
curvas de sobrevivência; p**, significância entre curvas de mortalidade. 
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 Maior longevidade em ambos os sexos da linhagem Swt foram atingidas em meio 

hipocalórico. Adição de resveratrol diminuiu a longevidade em meio hipocalórico e padrão, 

mas aumentou em meio hipercalórico em fêmeas. A adição de resveratrol aumentou a 

longevidade de machos em todos os tipos de meio (Tabela 12). A maior longevidade em 

fêmeas da linhagem Sir2- ocorreu nos meios hipocalóricos. Adição de resveratrol a esse 

meio não alterou a curva de sobrevivência, mas diminuiu a longevidade no meio padrão. 

Baixa concentração de resveratrol em meio hipercalórico não alterou a longevidade, mas 

aumentou em maior concentração. Em machos, maior longevidade foi alcançada em meio 

hipercalórico. A adição de resveratrol aumentou a longevidade em meio hipocalórico, mas 

diminuiu em meio padrão e hipercalórico (Tabela 13).  

 

 
Tabela 12. Parâmetros de longevidade e mortalidade da linhagem Swt de Drosophila 
melanogaster nos diferentes tratamentos. 

 

Gênero Meio n LMed LMax p* IMR RoA MRDT p** 

Fêmeas 

- 141 12,58 25,00 0,0006 0,1490 0,112 6,19 <0,0001 

-R 148 10,10 18,88 0,026 0,0030 0,151 4,59 <0,0001 

-RR 97 10,42 26,36 0,0004 0,0430 0,123 5,64 0,01 

P 102 12,49 23,68 - 0,0520 0,145 4,78 - 

PR 92 12,24 17,60 0,001 0,0440 0,198 3,50 0,0037 

PRR 81 9,17 10,76 <0,0001 0,0920 0,201 3,45 <0,0001 

+ 135 8,02 9,00 0,01 0,0240 0,230 3,01 0,48 

+R 138 10,52 12,09 <0,0001 0,0101 0,190 3,65 0,0002 

+RR 98 9,29 12,84 <0,0001 0,0122 0,166 4,18 <0,0001 

Machos 

- 177 12,78 18,20 0,012 0,1300 0,103 6,73 <0,0001 

-R 104 14,49 24,28 <0,0001 0,0421 0,137 5,06 0,045 

-RR 115 14,75 27,69 0,0006 0,0231 0,123 5,64 0,001 

P 112 8,339 11,78 - 0,1430 0,150 4,62 - 

PR 88 13,43 31,63 0,01 0,0170 0,105 6,60 <0,0001 

PRR 170 10,29 21,23 0,005 0,2520 0,124 5,59 0,001 

+ 122 8,073 16,44 0,001 0,0310 0,120 5,78 0,028 

+R 77 14,27 21,10 <0,0001 0,0705 0,104 6,66 <0,0001 

+RR 95 12,70 21,59 <0,0001 0,0360 0,111 6,24 <0,0001 
n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade 
inicial; RoA, taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); p*, significância entre 
curvas de sobrevivência; p**, significância entre curvas de mortalidade. 
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Tabela 13. Parâmetros de longevidade e mortalidade da linhagem Sir2- de Drosophila 
melanogaster nos diferentes tratamentos. 

 

Gênero Meio n LMed LMax p* IMR RoA MRDT p** 

Fêmeas 

- 85 24,32 44,00 0,001 0,0005 0,129 5,37 0,005 

-R 154 26,38 48,68 0,16 0,0003 0,121 5,73 0,01 

-RR 159 27,87 43,94 0,07 0,0003 0,149 4,65 <0,0001 

P 94 19,00 29,75 - 0,0009 0,189 3,67 - 

PR 106 13,95 39,69 0,012 0,0002 0,206 3,36 0,013 

PRR 102 13,12 32,13 0,001 0,0003 0,185 3,75 0,008 

+ 117 20,58 38,54 0,021 0,0082 0,097 7,15 <0,0001 

+R 97 20,68 44,45 0,17 0,0080 0,220 3,15 <0,0001 

+RR 144 24,61 31,45 0,0002 0,0021 0,138 5,02 <0,0001 

Machos 

- 122 27,95 47,54 0,01 0,0016 0,189 3,67 <0,0001 

-R 173 35,06 52,61 <0,0001 0,0002 0,081 8,56 0,012 

-RR 142 34,66 44,49 <0,0001 0,0001 0,133 5,21 0,0006 

P 72 26,22 50,00 - 0,0041 0,101 6,86 - 

PR 69 24,92 42,29 0,007 0,0018 0,102 6,80 0,2 

PRR 122 15,61 42,42 0,0006 0,0012 0,177 3,92 0,002 

+ 127 36,07 54,56 0,001 0,0016 0,089 7,79 0,002 

+R 92 26,53 54,97 0,0115 0,0001 0,118 5,87 <0,0001 

+RR 94 17,26 33,29 0,0037 0,0030 0,159 4,36 <0,0001 
n, tamanho da amostra; LMed, longevidade média (dias); LMax, longevidade máxima (dias); IMR, taxa de mortalidade 
inicial; RoA, taxa de envelhecimento; MRDT, tempo de duplicação da taxa de mortalidade (dias); p*, significância entre 
curvas de sobrevivência; p**, significância entre curvas de mortalidade. 

 

 

 A trajetória de mortalidade também foi bastante modificada nos diferentes 

tratamentos (Figura 11). Fêmeas da linhagem OC tiveram menor mortalidade em meio 

hipocalórico em relação ao controle (P), com alteração em RoA. A adição de resveratrol 

em meio  hipocalórico  não  alterou  significativamente a mortalidade, mas adição ao meio 

padrão e hipercalórico aumentou a mortalidade em ambas as concentrações. Machos OC 

tiveram menor mortalidade no meio padrão. Em meio hipocalórico, a adição leve de 

resveratrol foi capaz de diminuir a mortalidade, mas uma maior quantidade reverteu o 

efeito. A adição leve de resveratrol em meio padrão alterou a trajetória de mortalidade, 

com diminuição da mortalidade inicial, no entanto, quando em maior quantidade 

aumentou RoA. Em meio hipercalórico, a adição de baixa quantidade de resveratrol 

aumentou a IMR, mas a adição de maior quantidade aumentou ambos os parâmetros 

(Tabela 9). 
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Figura 10. Efeitos da dieta e da administração de resveratrol sobre a sobrevivência demográfica de 

cinco linhagens de D. melanogaster. (A) Fêmeas OC; (B) Machos OC; (C) Fêmeas OP; (D) Machos OP; 

(E) Fêmeas OT; (F) Machos OT; (G) Fêmeas Swt; (H) Machos Swt; (I) Fêmeas Sir-; (J) Machos Sir-. 

 

 

 Fêmeas OP tiveram sua trajetória de mortalidade alterada significativamente em 

meio hipocalórico, mas não houve diferenças entre meio padrão e hipercalórico apesar de 

IMR ter variado bastante entre essas duas diluições. Nas diluições hipercalóricas, a 

adição de baixa quantidade de resveratrol não alterou significativamente,  mas  adição  de  

maior  concentração  aumentou  a  mortalidade. Apenas na diluição padrão a adição de 

resveratrol alterou a trajetória, aumentando a mortalidade. Em machos OP, a alteração da 
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diluição não alterou a trajetória de mortalidade, apesar da inclinação da curva do meio 

hipocalórico ter aumentando. A adição de resveratrol em ambas as concentrações 

também não alterou a trajetória de mortalidade em meio padrão. Em meios hipocalóricos 

e hipercalóricos, ambas as concentrações de resveratrol aumentaram a mortalidade 

(Tabela 10). 

 Em fêmeas da linhagem OT, as trajetórias de mortalidade não diferiram entre os 

meios hipocalóricos e hipercalóricos, mas aumentou em meio padrão. A adição de 

resveratrol diminuiu a mortalidade no meio padrão, mas aumentou nos meios 

hipocalóricos e hipercalóricos. Em machos OT, não houve diferença significativa entre 

meios padrão e hipocalórico e hipercalórico. Em todas as diluições, a adição de 

resveratrol em ambas as quantidades diminuiu a inclinação da curva, diminuindo a 

mortalidade (Tabela 11). 

 Ambos os sexos da linhagem Swt tiveram taxa de mortalidade inicial maiores em 

relação às outras linhagens. Fêmeas da linhagem Swt tiveram a inclinação da trajetória 

de mortalidade aumentada no meio hipercalórico. Em meios hipercalóricos e padrão, a 

adição de resveratrol alterou a trajetória de mortalidade, aumentando RoA, diminuindo em 

meios hipercalórico. Em machos Swt, o aumento na concentração do meio aumentou 

significativamente a inclinação da trajetória de mortalidade. Adição de resveratrol ao meio 

hipocalórico aumentou RoA, que diminuiu em meio padrão e hipercalórico.  

 Na linhagem Sir2-, aumento calórico diminuiu a inclinação da trajetória de 

mortalidade em fêmeas e machos. Adição de resveratrol no meio hipocalórico diminuiu a 

taxa de envelhecimento em ambos os sexos. No entanto, a curva de mortalidade nos  

eios padrão e hipercalóricos em aumentou em fêmeas e diminuiu em machos. 
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Figura 11. Trajetória de mortalidade das linhagens OC, OP, OT, Swt e Sir- de Drosophila melanogaster 
nos diferentes tratamentos. (A) Fêmeas OC; (B) Machos OC; (C) Fêmeas OP; (D) Machos OP; (E) Fêmeas 
OT; (F) Machos OT; (G) Fêmeas Swt; (H) Machos Swt; (I) Fêmeas Sir-; (J) Machos Sir-. 

 

 

5.2.2. Teste RING 

 
 Não foi observado um padrão de desempenho de D. melanogarter no teste de 

geotaxia negativa (RING) em relação à diluição do meio e ao tratamento com resveratrol. 

No entanto, em geral, RD teve efeitos deletérios no desempenho no teste e adição de 
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resveratrol foi capaz de retardar a deterioração associada à idade na execução do teste 

RING, exceto em indivíduos da linhagem Sir2- (Figuras 12 e 13). 

  

 
Figura 12. Desempenho no teste RING de machos das cinco linhagens de Drosophila 
melanogaster submetidas ao tratamento com resveratrol. Administração de resveratrol 
desacelerou a deterioração associada à idade no desempenho no teste RING na maioria dos 
casos nas linhagens Oregon-R OC (A), OP (B) e OT (C) e linhagens Swt (D) e Sir2- (E).  

 

 Machos das linhagens OC e OP tiveram desempenho significativamente mais fraco 

em meio hipocalórico (OC: - x P, p=0,0028; - x +, p<0,0001; OP: - x P, p=0,012; - x +, 

p=0,002), mas não houve diferença entre o desempenho em meio padrão e hipercalórico 

(OC: P x +, p=0,21; OP: P x +, p=0,088). Entretanto, indivíduos da linhagem OT obtiveram 
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melhor desempenho geral em meios hipocalórico (- x P, p=0,0064; - x +, p=0,01). Em 

indivíduos da linhagem OC, a adição de resveratrol ou não alterou ou apenas aumentou 

levemente o desempenho dos machos no teste (- x-R, p=0,019; - x –RR, p<0,0001; P x 

PR, p=0,09; P x PRR, p=0,002; + x +R, p=0,54; + x +RR, p=0,12).  

 

 

Figura 13. Deterioração da resposta neuromotora dos machos de Drosophila melanogaster em 
resposta à alteração da diluição do meio e administração de resveratrol. Efeitos de diluições totais 
do meio o resveratrol nas linhagens Oregon-R OC (A), OP (B) d OT (C) e nas linhagens Swt (D) e Sir2- 
(E) no tempo médio e máximo de vida e na aceleração média de deterioração do desempenho no teste 
RING entre a juventude (média do desempenho até 19 dias) e a maturidade (média do desempenho a 
partir de 20 dias até 35 dias de vida).  
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 Com exceção do meio padrão, no qual a adição de resveratrol não alterou 

significativamente o desempenho da linhagem OT (P x PR, p=0,38; P x PRR, p=0,09), 

adição de resveratrol em todas as diluições melhorou o desempenho geral das  linhagens  

OP  e  OT (OP: - x-R, p<0,0001; - x –RR, p=0,0073; P x PR, p=0,035; P x PRR, p=0,005; 

+ x +R, p=0,0023; + x +RR, p=0,001; OT: - x -R, p<0,0001; - x –RR, p=0,003; + x +R, 

p=0,01; + x +RR, p=0,0038). Em geral, nas três linhagens, a adição de resveratrol foi 

capaz de retardar a deterioração associada à idade no desempenho no teste RING.  

 As linhagens Swt e Sir2- não sofreram muitas alterações em seu desempenho no 

teste RING, em comparação às linhagens Oregon-R. Não houve diferenças significativas 

no desempenho de as linhagens Swt e Sir- entre as diluições (Swt: - x P, p=0,15; - x +, 

p=0,21; Sir2-: - x P, p=0,09; - x +, p=0,42). A adição de resveratrol na maioria dos meios 

diminuiu a deterioração do desempenho no teste RING na linhagem Swt (- x-R, p<0,0001; 

- x –RR, p=0,17; P x PR, p=0,28; P x PRR, p<0,0001; + x +R, p=0,41; + x +RR, 

p=0,0005). Entretanto, na linhagem Sir2-, a adição de resveratrol manteve o desempenho 

inalterado ou teve efeitos deletérios (- x-R, p=0,82; - x –RR, p=0,09; P x PR, p=0,18; P x 

PRR, p=0,0012; + x +R, p<0,0001; + x +RR, p=0,3). 

 

5.2.3. Análise citogenética dos pufes Hsp22 

 
 As médias e desvio padrão dos tamanhos dos pufes dos núcleos analisados estão 

detalhados na Tabela 14.  Ao contrário do que ocorreu na linhagem OT, o tamanho do 

pufe Hsp22 nas linhagens OC e OP não variou muito entre os tratamentos (Tabela 15). O 

pufe foi significativamente maior em meio padrão do que no hipercalórico em OC e em 

meio hipercalórico com resveratrol (+R) em OP. Os pufes Hsp22 da linhagem OP foram 

significativamente maiores do que dos indivíduos OC, nos meios padrão e hipercalórico 

com resveratrol (+RR). O aumento da concentração do meio foi diretamente 

correlacionado com o tamanho do pufe Hsp22 nas linhagens OT (Figura 14). Nessa 
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linhagem, apenas no meio hipocalórico a adição de resveratrol foi capaz de aumentar o 

tamanho dos pufes Hsp22. Os tamanhos dos pufes variaram bastante entre as linhagens 

OC e OT nos diversos tratamentos (Tabela 16), com significativo aumento de tamanho na 

linhagem OT em todos os tratamentos, exceto no meio hipocalórico. Adição de resveratrol 

ao meio hipercalórico não alterou significativamente tamanho dos pufes nas linhagens OC 

e OT.    

 A linhagem Swt teve o tamanho de seus pufes Hsp22 bastante alterados com os 

tratamentos, em oposição à linhagem Sir2-, cujos pufes sofreram poucas variações 

(Figura 15). O tamanho do pufe Hsp22 da linhagem Swt foram significativamente maiores 

com o aumento da concentração do meio e com adição de resveratrol em meio 

hipocalórico. Adição de resveratrol aos meios padrão e hipercalórico não alterou o 

tamanho de pufe Hsp22 na linhagem Swt. As linhagens Swt e Sir2- variaram bastante no 

tamanho do pufe nos mesmos tratamentos. Os pufes dos indivíduos da linhagem Sir2- 

foram maiores do que os de Swt na grande maioria dos tratamentos.  

 

Tabela 14 – Médias e desvio padrão dos tamanhos dos pufes das linhagens de Drosophila 
melanogaster de acordo com o meio de cultura. 

  

Linhagens - -R -RR P PR PRR + +R +RR 

OC 1,10 
± 0,19 - - 

1,18 
± 0,61 

1,29 
± 0,52 

1,09 
± 0,59 

1,61 
± 0,21 

1,28 
± 0,49 

1,60 
± 0,55 

OP - - - 
1,25 

± 0,48 - - 
1,80 

± 0,43 
1,74 

± 0,28 
1,89 

± 0,26 

OT 1,28 
± 0,15 - 

1,88 
± 0,19 

2,03 
± 0,36 - - 

2,68 
± 0,28 

2,48 
± 0,40 

2,50 
± 0,32 

Swt 1,04 
± 0,14 

1,73 
± 0,33 

1,91 
± 0,26 

1,75 
± 0,30 

2,08 
± 0,57 

1,60 
± 0,60 

2,04 
± 0,33 

2,20 
± 0,44 

1,74 
± 0,38 

Sir2- 2,02 ± 
0,62 

1,88 
± 0,40 

1,93 
± 0,58 

2,44 
± 0,40 

2,15 
± 0,21 

2,40 
± 0,42 

2,19 
± 0,30 

1,62 
± 0,19 

2,22 
± 0,57 

-, meio hipocalórico; -R, meio hipocalórico contendo 5 M de resveratrol; -RR, meio hipocalórico 

contendo 50 M de resveratrol; P, meio padrão (controle); PR, meio padrão contendo 5 M de 

resveratrol; PRR, meio padrão contendo 50 M de resveratrol; +, meio hipercalórico; +R, meio 

hipercalórico contendo 5 M de resveratrol; +RR, meio hipercalórico contendo 50 M de 
resveratrol. 
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Figura 14 – Pufes do gene Hsp22 na seção na seção 67B2 do braço cromossômico 
3L linhagem Oregon-R de D. melanogaster. As linhagens de D. melanogaster e o 
tratamento correspondente a cada pufe estão especificados acima da imagem. A 
localização do gene Hsp22 está sinalizado pela seta laranja. 

 
 

 

Figura 15– Pufes do gene Hsp22 na seção na seção 67B2 do braço cromossômico 3L das 
linhagens Swt e Sir2- de D. melanogaster. As linhagens de D. melanogaster e o tratamento 
correspondente a cada pufe estão especificados acima da imagem. A localização do gene Hsp22 
está sinalizado pela seta laranja. 
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Tabela 15 – Significância das diferenças das médias dos tamanhos dos pufes Hsp22 da mesma 
linhagem de Drosophila melanogaster em relação à diluição e concentração de resveratrol. 

 

Linagens P x - P x + - x -R - x -RR P x PR P x PRR + x +R + x +RR 

OC 0,21 0,015 - - 0,09 0,17 0,54 0,067 

OP - 0,31 - - - - 0,006 0,24 

OT <0,001 0,009 - 0,035 - - 0,076 0,29 

Swt 0,002 0,026 <0,001 <0,001 0,32 0,069 0,46 0,64 

Sir2- 0,09 0,28 0,79 0,40 0,62 0,41 0,002 0,09 

-, meio hipocalórico; -R, meio hipocalórico contendo 5 M de resveratrol; -RR, meio hipocalórico 

contendo 50 M de resveratrol; P, meio padrão (controle); PR, meio padrão contendo 5 M de 

resveratrol; PRR, meio padrão contendo 50 M de resveratrol; +, meio hipercalórico; +R, meio 

hipercalórico contendo 5 M de resveratrol; +RR, meio hipercalórico contendo 50 M de resveratrol. 
 

 

Tabela 16 – Significância das diferenças das médias de tamanho dos pufes Hsp22 entre as 
diferentes linhagens de Drosophila melanogaster no mesmo tratamento. 

 

Linhagens - -R -RR P PR PRR + +R +RR 

OC x OP - - - 0,027 - - 0,34 0,52 0,02 

OC x OT 0,22 - - <0,001 - - <0,001 0,015 0,006 

Swt x Sir2- <0,001 0,078 0,35 <0,001 <0,001 0,007 0,035 0,17 0,01 

-, meio hipocalórico; -R, meio hipocalórico contendo 5 M de resveratrol; -RR, meio hipocalórico 

contendo 50 M de resveratrol; P, meio padrão (controle); PR, meio padrão contendo 5 M de 

resveratrol; PRR, meio padrão contendo 50 M de resveratrol; +, meio hipercalórico; +R, meio 

hipercalórico contendo 5 M de resveratrol; +RR, meio hipercalórico contendo 50 M de resveratrol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



53 

 

6. DISCUSSÃO 

 
6.1. Parte I – Experimentação com restrição dietética em D. melanogaster utilizando 

lipídios como variável nutricional 

 
Nem o conteúdo energético nem a proporção entre proteínas e carboidratos foram 

capazes de prever totalmente a longevidade ou a trajetória de mortalidade de D. 

melanogaster. Os efeitos ocasionados por RD utilizando lipídios (RDL) diferiram bastante 

entre fêmeas e machos. A alteração na diluição mantendo a proporção entre os 

ingredientes constantes (meio α) não pareceu ter um efeito consistente em fêmeas, com 

ápices de longevidade nas diluições extremas (0,25 e 2). Diminuição acentuada na 

longevidade e fecundidade em meios com adição de lipídios (meios β e γ) indica a 

possibilidade dos efeitos desse nutriente serem deletérios em fêmeas, podendo indicar 

algum nível de toxicidade, como sugerido por Piper e Partridge (2007). Em machos, as 

maiores longevidades foram alcançadas nas concentrações intermediárias (1,0; 1,5 e 2,0) 

e a adição/proporção leve à moderada de lipídios ocasionou aumento da longevidade. Na 

hipótese de lipídios não terem influência metabólica nesses insetos, a dieta fixa de 

proteína e carboidratos (meio γ) manteria os resultados de longevidade e fecundidade 

constantes, independentemente da presença de lipídios, o que não ocorreu. Esses 

resultados sugerem a possibilidade de lipídios interagirem com vias metabólicas 

relacionadas à longevidade em D. melanogaster.  

O aumento da sobrevivência pode ser alcançado através da diminuição da 

vulnerabilidade à morte em curto prazo (diminuição da taxa de mortalidade basal ou 

inicial, IMR) ou por meio do retardo de acúmulo de danos irreversíveis (diminuição da taxa 

de envelhecimento, RoA), ou ainda através de uma combinação entre esses dois 

mecanismos (Mair et al., 2003). Quase que a totalidade dos estudos com RD que utilizam 

alteração da proporção entre carboidrato e proteína como variável (RDP:C) ou restrição 
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calórica (RC) indica que esses estendem a longevidade de D. melanogaster através da 

redução da mortalidade inicial (Pletcher et al., 2002; Mair et al., 2003; Mair et al., 2005; 

Partridge et al., 2005). No entanto, em contraste com esses estudos, os efeitos da 

utilização de lipídios sobre a sobrevivência e a mortalidade além de modificar o IMR, 

também alterou RoA em ambos os sexos.  

A importância de definir qual parâmetro está sendo alterado pela intervenção é 

devido ao entendimento geral de apenas a extensão da longevidade através da 

diminuição de RoA é evidência de intervenção efetiva no processo de senescência 

propriamente (Merry, 2005). A ideia é que uma intervenção que diminua IMR atue 

reduzindo o risco de morte através da melhora da habilidade em resistir a danos, 

representando apenas uma melhora da saúde geral do organismo (Pijl, 2012). Neste 

caso, uma vez retirada a intervenção, a trajetória de mortalidade voltaria a ser igual as 

trajetórias das populações controle, tendo efeito reversível e imediato, como ocorre em 

ensaios com RD tradicional em Drosophila e camundongos (Mair et al., 2003, Merry, 

2005). No entanto, caso a intervenção esteja agindo no retardo de RoA, através da 

diminuição do acúmulo de danos, a trajetória de mortalidade mudaria irreversivelmente e 

os efeitos seriam duradouros, como acontece em ensaio de RD com ratos (Merry, 2005) e 

alteração de temperatura do ambiente em Drosophila (Mair et al., 2003).  

Existem algumas falhas nessa interpretação. Para que seja verdadeira, é 

necessário presumir que o envelhecimento é resultado de um processo de uso/desgaste 

(“wear and tear”) e de acumulação de danos, o que não está comprovado (Mitteldorf, 

2010). Se acúmulo de danos não for o principal fator atuando no processo da 

senescência, intervenções nela podem muito bem ter efeitos imediatos e reversíveis.  

Masoro (2005, 2006) argumenta ainda que o fato do aumento exponencial de mortalidade 

ser retardado por um período de tempo já é prova suficiente de que a taxa de 

envelhecimento foi retardada. Esse autor propõe que a taxa de envelhecimento pode de 
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fato ser alterada tanto pelo retardo do aumento exponencial da mortalidade associado à 

idade durante parte da vida adulta, quanto pela redução da taxa de mortalidade idade-

específica ao longo da vida. 

Ainda não foi estabelecido um consenso em relação à medida que melhor 

representa o curso da senescência. Alguns trabalhos questionam a utilização da 

longevidade, principalmente a longevidade máxima, como parâmetro de análise confiável 

do envelhecimento demográfico. A longevidade média não fornece nenhuma informação 

sobre taxas nem padrões específicos de determinada idade que estão contribuindo para 

as diferenças de envelhecimento entre as populações. A longevidade máxima é uma 

estatística de valor extremo, com amostra pequena, difícil de ser mensurada com 

precisão (Bronikowski e Flatt, 2010). Reanálise utilizando parâmetros de mortalidade de 

trabalhos publicados baseados em curvas de sobrevivência mostraram conclusões 

distintas da análise original, assim como no presente trabalho (Magalhães et al., 2005). 

 Mair et al. (2003), Merry (2005) e Partridge et al. (2005) propõem que a taxa de 

mortalidade idade específica (hazard) é uma medida mais precisa de senescência, pois 

diferentemente da análise de sobrevivência, a primeira não é cumulativa, permitindo 

comparações entre a vulnerabilidade à morte em cada idade. No entanto, parâmetros de 

longevidade ainda são os mais utilizados em trabalhos com RD. Neste trabalho, 

resultados muitas vezes não se mostraram consistentes dependendo do parâmetro 

utilizado, com ápices de longevidade muitas vezes não coincidindo com menor 

mortalidade. Essa inconsistência entre os parâmetros torna difícil a inferência de 

conclusões confiáveis, principalmente quando as medidas são conflitantes. Talvez cada 

parâmetro seja capaz de mensurar um aspecto diferente, que ainda não foi isolado do 

envelhecimento demográfico. Estudos futuros mais aprofundados, mas que ao mesmo 

tempo consigam integrar cada um dos fatores conhecidos por intervir na senescência, 
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talvez possam elucidar a informação que cada parâmetro fornece sobre o processo de 

envelhecimento. 

 Qualquer que seja o parâmetro analisado, a resposta inesperada para Drosophila 

no presente trabalho pode ser consequência de vários fatores. A utilização de um novo 

compenente dietético para avaliar seus efeitos na longevidade gera uma gama de novas 

possibilidades que a torna de complexa análise. Novas pesquisas nutrigenômicas 

evidenciam a profundidade da atuação de nutrientes na regulação gênica (Costa et al., 

2006; Zeisel, 2007; Lomba et al., 2010). Além de nutrientes específicos, moléculas 

inteiras de origem alimentar podem modular a regulação gênica em organismos 

heterotróficos, como transferência interespécie de reguladores pós-transcricionais ativos, 

e.g. miRNAs (Zhand et al., 2011). 

 O mecanismo pelo qual lipídios atuam na longevidade pode ser diferente do 

utilizado por RC ou RDP:C. De fato, há outras intervenções capazes de alterar RoA em D. 

melanogaster, como a diminuição da temperatura (Mair et al., 2003) e algumas mutações 

(Clancy et al., 2001), que servem como evidência de suporte para essa hipótese. A RDL 

pode ter alterado a longevidade de D. melanogaster através de alterações diretas na 

expressão gênica de genes envolvidos nas vias sensoras de nutriente e energia, ou no 

aumento da peroxidação lipídica e outros agentes oxidativos, com possível indução de 

resposta de resistência a estresse.  

 Lipídios interagem com vias metabólicas diferentes das influenciadas por glicose e 

aminoácidos (Canavoso et al., 2001). Lipídios dietéticos têm efeitos profundos na 

expressão gênica (Jump, 1999; Kuvichkin, 2002; Raposo, 2010), que refletem uma 

resposta adaptativa à quantidade e qualidade de gordura ingerida. Ácidos graxos 

oriundos da dieta podem interagir diretamente com receptores de proteínas nucleares, 

que se ligam ao DNA modulando a transcrição de genes regulatórios (Benatti et al., 

2004). A atuação de lipídios dietéticos na regulação epigenética é de grande importância 
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na programação epigenética fetal, que contribuirá para a susceptibilidade a diversas 

doenças metabólicas na infância e idade adulta (Heerwagen et al., 2010). Uma grande 

quantidade de genes é regulada por ácidos graxos alimentares, incluindo genes 

envolvidos no transporte, desnaturação e oxidação de ácidos graxos (Clarke e Jump, 

1994; Meng et al., 2005)..  

 A atuação de lipídios na regulação gênica de D. melanogaster também pode se dar 

de forma mais indireta. Assim como em humanos, o aparelho digestivo de insetos possui 

um microbioma próprio, que interfere na digestão e na regulação gênica. Modificações na 

dieta podem causar alterações na microbiota intestinal com sérias consequências 

metabólicas para o hospedeiro (Turnbaugh, 2009; Serino et al., 2011). O microbioma 

intestinal de D. melanogaster modula o fator de sinalização insulina/IGF-1 (IIS), regulando 

a taxa de crescimento, tamanho corporal e metabolismo energético do hospedeiro (Shin 

et al., 2011). A alteração na dieta, com adição de lipídios, pode ter alterado a microbiota 

intestinal de Drosophila levando ao retardo de crescimento e desenvolvimento, resposta 

fisiológica que está associada à maior longevidade. 

 Apesar da existência de alguma pesquisas pontuais sobre lipídios na dieta de 

Drosophila, principalmente envolvendo o metabolismo do colesterol (Shreve et al., 2007; 

Niwa e Niwa, 2011), pouco se sabe sobre outras propriedade dos ácidos graxos dietéticos 

neste organismo. Como os nutrientes do meio estão diluidos numa matriz agarosa, nem 

todos podem estar igualmente disponíveis, de forma que a proporção da mistura do meio 

não é necessariamente a mesma que a mosca está de fato consumindo. Além disso, 

mesmo que o consumo desse nutriente especifico seja determinado, pouco se sabe sobre 

sua absorção e biodisponibilidade em insetos (Arrese et al., 2001).  

 A geometria nutricional pode ser uma ferramenta interessante para organizar e 

integrar dados nutricionais, podendo inferir efeitos provenientes de nutrientes específicos. 

Essa técnica de análise possibilita a criação de um espaço nutricional multidimensional, 
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em que cada dimensão corresponde a um nutriente, através do qual podem ser 

observados os efeitos específicos de cada um e suas proporções, numa infinidade de 

respostas, podendo ser avaliado os alvos nutricionais, de crescimento, de ingestão e o 

optima global (Simpson e Raubenheimer, 1995). Utilizando essa técnica, Lee et al. (2008) 

obtiveram maximização da superfície de resposta para tempo de vida e fecundidade de D. 

melanogaster em diferentes proporções entre proteína e carboidrato, com ápice de 

longevidade numa proporção 1:16, que diminuiu gradualmente com o aumento da 

concentração de proteínas. Em conjunto com outros estudos (Mair et al., 2003; Miller et 

al., 2005), esses resultados indicaram que a proporção entre proteínas e carboidratos é o 

fator crucial no efeito na longevidade em D. melanogaster. 

 Assim como no presente estudo, em Lee et al. (2008) a longevidade em ambos os 

sexos não se manteve ao curso da linha isocalórica, indicando que as diferenças dessas 

respostas não foram devido à restrição energética (RC). No entanto, no presente trabalho, 

a adição de lipídios foi capaz de alterar significativamente tanto a sobrevivência quanto a 

mortalidade de D. melanogaster, mesmo com a proporção entre proteínas e carboidratos 

mantidos constantes (1:8). Esse resultado demonstra que a complexidade da resposta à 

restrição dietética em D. melanogaster vai além da proporção entre proteína e carboidrato 

ou do conteúdo energético.  

 A dieta natural de D. melanogaster consiste fundamentalmente de micro-

organismos fermentadores e sacarídeos de frutas em decomposição (Good e Tatar, 

2001). Esse tipo de dieta é essencialmente baixa em ácidos graxos, o que pode indicar 

que a utilização de lipídios em quantidades maiores que essas seja levemente tóxica. A 

toxicidade da maior concentração de lipídios dietéticos em D. melanogaster explicaria 

diretamente a menor fecundidade de fêmeas e pior desempenho de machos no teste 

RING nesses meios (Figuras 5 e 7), além da diminuição da longevidade em fêmeas nos 

meios em que a única variável foi lipídios (meio γ). Paradoxalmente, essa toxicidade 
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também pode esclarecer o aumento de longevidade em machos alimentados em 

concentrações baixas a médias de lipídios, quando comparada com meios sem lipídios 

(Figura 7), além das inconsistências nos meios em que as outras variáveis estão atuando 

(meios α). 

 Baixas doses de um agente tóxico ou causador de estresse podem ter efeitos 

benéficos sobre um organismo, num fenômeno conhecido como hormese, provavelmente 

por induzir uma compensação extra a estresse em resposta a um distúrbio na 

homeostase (Calabrese et al., 2011). É conhecida uma série de agentes com efeitos 

horméticos em Drosophila, como irradiação, calor, frio e hipergravidade (revisão em Le 

Bourg et al., 2011). Considera-se inclusive que a própria restrição calórica ou dietética 

possa aumentar a longevidade através de possíveis efeitos horméticos (Gems e 

Partridge, 2008; Rattan, 2008; Pijl, 2012). A disponibilidade limitada de energia ou 

nutrientes específicos representa um estresse ambiental importante para o organismo, 

que pode incitar respostas metabólicas de proteção a fim de reestabelecer o balanço 

homeostático (Calabrese e Baldwin, 2003).  

 Os resultados do presente trabalho sugerem que a presença de lipídio pode 

também ter efeito hormético em D. melanogaster. Há evidências indiretas que fornecem 

apoio para essa suposição. Em mamíferos, gorduras dietéticas induzem a produção de 

sais biliares, que além das funções de emulsificação, transporte de lipídios e na 

homeostase do colesterol, têm papel essencial na sinalização de moléculas reguladoras 

da homeostase energética e na detoxificação de xenobióticos (Thomas et al., 2008; 

Lefebvre et al., 2009). Por serem detergentes e surfactantes, os ácidos biliares são 

levemente tóxicos e atuam como sinalizadores, induzindo resposta a estresse, resultando 

na melhora da saúde geral do organismo e extensão da longevidade (Goldberg et al., 

2010). Insetos não possuem sais biliares propriamente ditos, mas células homólogas ao 

hepatócitos de mamíferos, os oenócitos, expressam ortologos de uma série de genes 
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envolvidos na síntese e metabolismos de sais biliares de mamíferos, como 17β-hsd, hfn4, 

lpl e família de gene cy450 (Chiang, 2002), o que pode indicar função similar. 

 Produtos finais da peroxidação de lipídios também são capazes de ativar vias de 

sinalização de proteção a estresses (Uchida et al., 1999). Dieta rica em gordura leva à 

redução na expressão de transportador de glicose nos tecidos, levando ao aumento no 

nível de glicose circulante, induzindo ao aumento de peroxidação lipídica (Udilova et al., 

2003). Diferentes tipos de ácidos graxos dietéticos consumidos servirão como diferentes 

substratos para a via metabólica ciclooxigenase, com maior ou menor atividade 

inflamatória e consequente maior ou menor susceptibilidade à peroxidação (Muntané et 

al., 2005). Chen et al. (2006) sugerem que esse produtos podem ter efeito hormético 

através de indução de resposta adaptativa a estresse. De fato, há evidências de que a 

peroxidação lipídica represente um mecanismo de proteção ao câncer de mama, através 

de sua interação com mediadores de apoptose, que elimina células cancerígenas (Stoll et 

al., 2002). 

  Partindo do princípio de que tanto a RD quanto a presença de lipídios dietéticos 

atuam como agentes causadores de estresse, que até determinada intensidade pode ter 

efeito hormético em D. melanogaster, a junção desses dois agentes cria uma sobrecarga 

de estresse que, consequentemente, pode gerar efeitos deletérios. Essa hipótese 

explicaria a menor longevidade de machos no meio α 0,25, no qual há uma intensa 

restrição dietética aliada à presença de lipídios, bem como a maior longevidade no meio α 

1, 1,5 e 2, nos quais a disponibilidade de nutrientes não oferece estresse adicional ao 

produzido por lipídios. A presença de lipídios em meio energeticamente adequado pode 

criar a condição de estresse ideal para que a longevidade seja ampliada nesses meios. 

Essa ideia está bem representada nas superfícies de respostas das Figuras 8E e 9B. 

Pode ser notado que a maior longevidade em machos é observada tanto em meio com 

RD e pouco ou nenhum lipídio, quanto em meio hipercalórico com maior concentração de 
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lipídios. Esse resultado é surpreendente e fornece perspectivas animadoras, pois levanta 

evidências de que a adição de lipídios atuou de maneira análoga à de RD, sendo capaz 

de reverter os efeitos deletérios de dieta ricas em calorias oriundas de açúcar e 

aminoácidos. 

 De forma geral, a RDL conferiu efeitos diferentes na longevidade e mortalidade de 

fêmeas e machos. Diferenças entre tempo de vida entre fêmeas e machos são 

observadas em várias espécies (Tower, 2006), possivelmente como consequência de 

fatores como herança assimétrica de cromossomos sexuais, herança materna do genoma 

mitocondrial e produtos gênicos (Tower e Arbeitman, 2009) e pressões seletivas sexo-

específicas (Ellegren e Parsch, 2007). As diferenças na arquitetura genética da 

longevidade entre os sexos de uma mesma espécie (Fox et al., 2006) implica 

consequentemente que intervenções ambientais e genéticas conferem efeitos diferentes 

em fêmeas e machos. De fato, em D. melanogaster, repressão da via insulina/IGF-1 e RD 

confere maior aumento na longevidade de fêmeas do que de machos (Magwere et al., 

2004), enquanto estresse moderado tende a aumentar mais expressivamente o tempo de 

vida em machos do que em fêmeas (Sørensen et al., 2007). Consistente com esses 

trabalhos, o fato da utilização de lipídios aumentar a longevidade em machos, mas não 

em fêmeas, fornece suporte à hipótese de que lipídios sejam levemente tóxicos, atuando 

como fator de estresse, que em quantidades leves ou moderadas confere efeito 

hormético. Além disso, essa evidência também sugere que o mecanismo de ação de 

lipídios no metabolismo e na longevidade é diferente do utilizado por RC e RDP:C.  

 A diferença na resposta entre machos e fêmeas também pode ter outra explicação. 

Devido a seu maior custo de reprodução, a necessidade energética/nutricional de fêmeas 

é maior do que de machos (Magwere at al., 2004). Assim, meios que são nutricionalmente 

adequados para machos, podem se apresentar hipocalóricos para fêmeas. Observando a 

Figura 5B e 5C, nota-se que nos meios isocalóricos (meio β) e meios com composição de 
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proteína e carboidrato fixo (meio γ), a adição de lipídios diminuiu a longevidade. Nota-se 

também que, nas Figuras 8B, 8F, 9A e 9B, a maximização da longevidade e de MRDT 

ocorre em meio substancialmente mais calóricos em fêmeas do que em machos. Esses 

resultados podem indicar que o meio fixo de proteínas e carboidratos não seja 

suficientemente energético para cobrir todas as necessidades nutricionais/calóricas das 

fêmeas, criando de antemão uma situação de estresse similar à RD. Essa condição 

prévia de estresse em conjunto com o estresse oferecido pela presença de lipídios pode 

ter levado à efeitos deletérios. Assim, a adição de lipídios aumentou o nível de estresse já 

proporcionado pela RC involuntária. Na diluição hipercalórica do meio α, a longevidade 

não foi diferente do meio hipocalórico (Figura 5A). Nesse meio, a disponibilidade de 

nutrientes não impôs uma circunstância de estresse prévia, sendo a presença de lipídios 

o único agente atuante, ativando resposta a estresse com efeitos benéficos na 

longevidade. Essa conclusão também leva à suposição de que o estresse proporcionado 

por lipídios induz vias de proteção a estresses capazes de reverter os efeitos da farta 

disponibilidade energética e nutricional. 

 A resposta da longevidade à RD é geralmente interpretada como uma forma de 

ajuste evolutivamente conservado na alocação de energia para manter o equilíbrio 

metabólico entre o soma e a linhagem germinativa, a fim de aumentar o desempenho 

adaptativo ou fitness (Piper e Partridge, 2007). A ideia é de que na escassez de 

calorias/nutrientes seja mais vantajoso investir a energia disponível na manutenção do 

soma para sobreviver à fome. E então estar preparado para se reproduzir em épocas 

menos inóspitas, aumentando as chances de sobrevivência da progênie por suprir suas 

necessidades energéticas (Merry e Holehan, 1979; Longo e Finch, 2003; Partridge et al., 

2005).  

Diante dessa interpretação, estabeleceu-se um modelo que determina se a 

restrição dietética é realmente o principal fator atuante no aumento da longevidade de 
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Drosophila através da existência de uma correlação inversa entre fecundidade e 

longevidade em decorrência da alteração dietética (Bass et al., 2007a; Piper e Patridge, 

2007). Assim, a restrição dietética ocasionaria uma realocação de energia para 

manutenção somática (estendendo o tempo de vida) em detrimento da reprodução 

(diminuindo fecundidade). Se em determinado status alimentar, alongevidade e a 

reprodução decaiam, esse não seria um caso de RD, mas de desnutrição. Caso o índice 

de reprodução não aumente em face de maior concentração alimentar, também não 

estaríamos diante de um caso experimental de RD, mas provavelmente de toxicidade 

(Piper e Partridge, 2007).  

 No entanto, se este fosse sempre o caso, o aumento da longevidade decorrente de 

RD e a alta fecundidade ocasionada por alimentação ad libidum seriam mutuamente 

exclusivas, o que nem sempre acontece. É possível manter a extensão da longevidade 

em D. melanogaster com RDP:C e ainda assim restaurar a fecundidade original pela 

reintrodução de apenas um aminoácido, a metionina (Grandison et al., 2009b). Outra 

evidência que se opõe à necessidade obrigatória dessa correlação é o fato da ablação de 

linhagens germinativas dessas moscas não estenderem a longevidade (Barnes et al., 

2006). No presente trabalho, não foi observada uma correlação negativa entre 

longevidade e fecundidade em nenhum meio testado. No entanto, a presença de certos 

padrões fornece substrato para novas interpretações. A quantidade de proteínas diminuiu 

com a diluição dos meios α e com o aumento da proporção de lipídios nos meios β 

isocalóricos. Nesses dois tipos de meio, a diminuição do conteúdo proteico, 

independentemente de conteúdo energético, diminuiu a fecundidade (Figuras 5A e 5B). 

Contudo, os resultados nos meios com quantidade de proteína constante (meio γ), ao 

mesmo tempo que apoiam os resultados anteriores, introduz uma nova variável. No meio 

γ, a adição de lipídio reduz significativamente a fecundidade (meios 0g/L e 3g/L), mas 

esta se mantém estável de maneira relativamente independente da quantidade lipídios 
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(meios 3g/L, 15g/L e 30g/L), demonstrando que, até certo limite, o lipídio é um fator 

qualitativo e não quantitativo. Os resultados indicam que a alocação de energia não é o 

fator exclusivo que modifica a longevidade em detrimento da fecundidade e que a 

quantidade de proteína é possivelmente o fator limitante da ovoposição, além de sugerir a 

existência de certa toxicidade do meio, ocasionada pela presença de lipídios. 

 Existem diversas evidências que indicam que RD, além de estender a longevidade, 

retarda o aparecimento dos primeiros sinais de senescência funcional de forma geral 

(Ingram et al., 1987; Masoro, 2000; Barger et al., 2003). O progressivo declínio funcional 

(senescência funcional) é uma das características principais do processo de 

envelhecimento. O declínio locomotor associado à idade reflete as deficiências funcionais 

progressivas do sistema nervoso e/ou muscular. Neste trabalho, o desempenho das 

moscas no teste RING teve deterioração associada com a idade, como previsto (Gargano 

et al., 2005; Le Bourg et al., 2001). No entanto, a restrição dietética não foi capaz de 

retardar o declínio neuromotor associado à idade de D. melanogaster. Além disso, o 

aumento na longevidade não levou a um melhor desempenho no teste RING. Em 

contraste, em alguns casos machos que atingiram maior longevidade foram os mesmos 

que obtiveram pior desempenho no teste de geotaxia negativa, tanto na juventude quanto 

em idades mais avançadas (e.g., meio padrão). No entanto, machos que tiveram 

longevidade mediana tiveram melhor desempenho no teste RING (e.g., meio 0g/L). No 

meio 45g/L, machos alcançaram menor longevidade média, mas tiveram um declínio mais 

suave de sua função neuromotora.  

 A interpretação mais simples desses resultados é de que a RD utilizando lipídios 

não necessariamente modifica longevidade pelos mesmos mecanismos pelo qual atua na 

deterioração funcional. Mesmo que atue pelos mesmos mecanismos, os efeitos não 

repercutem de maneira similar em todas as feições do envelhecimento em Drosophila. 

Apesar de haver intervenções que incrementam tanto a longevidade quanto outros 
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parâmetros de senescência, como a diminuição da temperatura ambiente (Grotewiel et 

al., 2005), mutações chico (Gargano et al., 2005), bem como outras capazes de aumentar 

a longevidade, nem sempre retardarão o declínio funcional, e vice-versa.  Em acordo com 

essa hipótese, Bross et al. (2005) propõem que longevidade e senescência funcional são 

influenciadas por ambos, mecanismos comuns e distintos. Esses resultados estão em 

acordo com Bhandari et al. (2007), no qual RD, apesar de ter aumentado a longevidade, 

não alterou o declínio locomotor (em ensaio RING) e olfatório. Outros estudos já haviam 

proposto que os efeitos de RD na senescência funcional podem ser neutros ou até 

adversos, como o de Burger et al. (2006), no qual RD diminuiu a resistência à fome, ao 

frio e ao estresse oxidativo em moscas em idades avançadas.  

 Piper e Patridge (2007) propõem que para garantir que a RD esteja atuando, deve-

se descartar a possibilidade de atuação de outros fatores, como desnutrição, 

desidratação e toxicidade. Contudo, por mais coerente que seja essa proposta, esses 

autores ignoram que esses mesmos fatores podem, de fato, ser o mecanismo pelo qual 

RD está atuando. Os resultados do presente trabalho indicam que agentes tóxicos ou 

causadores de estresse podem aumentar a longevidade através de seus efeitos 

horméticos, quando administrados em baixas doses. Piper e Partridge (2007) sugerem 

que além da longevidade, outros indicadores biológicos da qualidade nutricional sejam 

avaliados, como ensaios de ovoposição e comportamentais (e.g. geotaxia negativa), para 

que seja descartada a hipótese de toxicidade do meio. Através da utilização dessa 

sugestão, os resultados de fecundidade e teste RING no presente trabalho propõem 

exatamente o contrário, ou seja, a validação da toxicidade de RDL e seu efeito hormético 

sobre o organismo como mecanismo pelo qual a longevidade é estendida.  

 Os resultados na longevidade, mortalidade, fecundidade e geotaxia negativa 

obtidos neste trabalho apontam para a existência de um mecanismo de atuação utilizado 

por lipídios dietéticos diferente do empregado por restrição calórica ou restrição protéica, 
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além da possibilidade de lipídios oferecerem certa toxicidade com efeitos horméticos 

nesse organismo. Recursos energéticos e nutrientes específicos podem atuar de maneira 

a ter efeito/consequências semelhantes, ocasionados entretanto, por mecanismos 

distintos, que possivelmente evoluíram por pressões seletivas diferentes. A discriminação 

entre conteúdo energético e nutrientes específicos é de suma importância para elucidar 

os agentes e seus respectivos mecanismos de atuação na senescência demográfica e 

funcional (Ellers, 2011). O emprego de novas técnicas de nutrigenômica, geometria 

nutricional e marcação de isótopos pode auxiliar a desvencilhar a contribuição de cada 

fator na resposta de extensão da longevidade. O isolamento dos efeitos de cada 

componente da dieta e de outras intervenções capazes de proporcionar a desaceleração 

da senescência talvez seja crucial para a elucidação dos mecanismos atuantes no 

processo de envelhecimento. A perspectiva é de que no futuro esses agentes possam ser 

utilizados em conjunto, ajustados individualmente a cada genótipo e estágio de 

desenvolvimento, para melhorar a quantidade e qualidade de vida em humanos.   

 

6.2. Parte II - Efeitos da interação entre resveratrol e restrição dietética na formação do 

pufe Hsp22 e seus efeitos sobre o envelhecimento em diferentes linhagens de 

Drosophila melanogaster 

 
 No presente trabalho, a diluição do meio que maximizou a longevidade variou de 

maneira dependente do sexo e genótipo. Mutações de único gene capazes de alterar a 

longevidade em alguns organismos indicam a importância do genótipo na regulação do 

envelhecimento e patologias relacionadas (Friedman e Johnson, 1988; Clancy et al., 

2001; Kappeler et al., 2008). As diferenças de longevidade e deterioração neuromotora 

em resposta à diluição do meio e administração de resveratrol entre as linhagens testadas 

nesse trabalho corroboram a ideia de que a resposta a intervenções ambientais depende 

do contexto genotípico, como proposto por Grandison et al. (2009a).  
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  As linhagens Oregon-R OP e OT foram selecionadas para extremos de velocidade 

de desenvolvimento por mais de 1000 gerações (Loreto e Oliveira, 1988a). A análise de 

cinco sistemas enzimáticos nessas linhagens demonstrou divergência alélica em enzimas 

relacionadas com redução de NAD+ e NADP+ (Loreto e Oliveira, 1988a). Na linhagem OT 

está fixado um alelo com maior atividade enzimática do gene codificante de isocitrato 

desidrogenase dependente de NADP (IDHF- fast, Da Cunha e Oliveira, 1996). Essa 

enzima está presente na mitocôndria e sua maior atividade na redução de NADP+ em 

NADPH, garante o substrato para processos que protegem a mitocôndria de danos 

oxidativos (Pastore et al., 2003). Uma maior quantidade de NADPH disponível na 

mitocôndria otimiza o funcionamento da enzima glutationa redutase (GRS), que converte 

glutationa de sua forma oxidada (GSSG) em sua forma reduzida ativa (GSH). No entanto, 

para que a IDH/NADP+ seja ativada e consiga catalisar a redução de NADP+ em NADPH, 

ela precisa antes ser desacetilada. Em mamíferos, SIRT3 parece ser encarregada dessa 

tarefa, que assim como SIRT1, tem sua atividade dependente de NAD+, sendo induzida 

por restrição calórica (Greer e Brunet, 2008). Em D. melanogaster, SIRT4 é a homóloga 

de SIRT3 humana, mas não foi demonstrado se ela atua de fato na mitocôndria (Frye, 

2000).  

 Someya et al. (2010) demonstraram correlação entre restrição calórica, indução de 

SIRT3, ativação de IDH e supressão de danos oxidativos.  Esse pode ser um dos 

mecanismos pelo qual RD aumentou a longevidade em OC e OP. Além de outros efeitos, 

a ativação de sirtuínas na mitocôndria pode melhorar a eficiência geral da função exercida 

pelas enzimas codificadas pelo alelo “lento” dessas linhagens (IDHS, slow) através da 

acetilação/ativação de maior quantidade de enzimas.  

 Admitindo-se esse contexto, o fato da linhagem OT com IDHF mais eficiente não ter 

respondido positivamente à RD, tendo sua longevidade maximizada em meio 

hipercalórico, indica a possibilidade de que a desacetilação da enzima IDH/NADP 
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codificada pelo alelo rápido de idh desta linhagem não seja o fator limitante para sua 

eficiência funcional. Talvez essa maior eficiência compense um menor nível de ativação 

ou da quantidade de enzimas ativadas, suposição que pode indicar que esse alelo mais 

eficiente tenha uma maior habilidade adaptativa em lidar com o ambiente hipercalórico, o 

que implica numa grande importância no seu estudo nesse contexto. Contraditoriamente, 

sob aspecto de divergência genética estrutural, a linhagem OC apresentou maior 

similaridade à OT do que à OP em relação as variações entre alelos de p12 loci 

estudados nessas populações. No entanto, numa análise de divergência regulatória, 

utilizando o índice de Jaccard, a linhagem OT foi a que mais divergiu da OC (Loreto e 

Oliveira, 1988a). Isso fornece respaldo ao papel fundamental dos genes regulatórios na 

diversidade fenotípica. Assim, outros alelos fixados com a seleção sucessiva, 

principalmente de genes regulatórios, podem estar envolvidos na resposta anômala da 

linhagem OT e devem ser estudados.  

 No presente trabalho, a adição de resveratrol foi capaz de estender a longevidade 

das linhagens OT e Swt em praticamente todos os meios. No entanto, nas linhagens OP e 

OC o resveratrol não alterou significativamente a longevidade, ou, inesperadamente, teve 

efeitos deletérios. Utilizando diversas doses de resveratrol, Bass et al. (2007b) também 

não encontraram diferenças na longevidade nas linhagens Dahomey e Canton S de D. 

melanogaster. Análise das propriedades ativas do resveratrol foi feita, com resultado 

positivo, levando-os a questionarem a robustez dos efeitos do resveratrol na longevidade, 

além de cogitar a possibilidade de fatores ambientais desconhecidos terem resultado 

nessas diferenças.  

 Os efeitos benéficos do resveratrol parecem ocorrer de maneira dose-dependente 

(Mukherjee et al., 2010). Administração de altas dosagens de resveratrol têm um forte 

efeito pro-apoptótico, provavelmente através da ativação da cascata de caspase (Ferry-

Dumazet et al., 2002). Em altas dosagens, resveratrol resultou em nefrotoxicidade, com 
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desenvolvimento de diversas patologias (Crowell et al., 2004) e diminuição da 

longevidade em roedores (Pearson et al., 2008) e promoveu arterosclerose em coelhos 

(Wilson et al., 1996). Os efeitos deletérios de resveratrol nas linhagens OP e OC podem 

ser devidos a diferente grau de sensibilidade desses genótipos em particular. A variação 

genética pode ter um papel importante na variação da resposta linhagem-específica ao 

tratamento. Pacientes portadores do alelo de baixa atividade ou inativos do gene cyp2d6 

não toleram mais de 75mg/d da droga venlafaxina, menos da metade da dose tolerada 

por indivíduos com alelos plenamente funcionais (McAlpine et al., 2007). O FDA 

americano lista mais de 23 drogas e biomarcadores genéticos, cuja resposta à dosagem 

dependem do polimorfismo enzimático (FDA, 2011).  

 O fato de a subexpressão de Sir2 ocasionar, entre outros efeitos, diminuição da 

longevidade é amplamente documentado (Guarente, 2000; Astrom et al, 2003; Blander e 

Guarente, 2004; Kaeberlein et al., 2005). A baixa longevidade e alta mortalidade 

observada na linhagem Swt (genótipo y1 w67c23: selvagem para o locus Sir2) em relação à 

linhagem Sir2- (y1 w67c23; P{SUPor-P}Sir2KG00871: alelo hipomórfico de Sir2) neste 

trabalho gerou dúvidas quanto às linhagens. O genótipo w67c23 consiste na deleção 

cromossômica nos pontos de quebra 3C2 e 3C5 impedindo o gene white de se expressar 

(Flybase, 2012) e y1 consiste numa mutação de ponto sem sentido formando um alelo 

nulo (Drapeau, 2001). Além dos efeitos fenotípicos visíveis, as funções dos produtos dos 

ainda não são completamente conhecidas mas incluem a relação de w com biossíntese 

de amina celular e transporte de cGMP, e de y no comportamento sexual de machos, 

podendo atuar como um hormônio ou como um fator de crescimento (Drapeau et al., 

2003). Assim, os produtos desses genes podem influenciar outras vias metabólicas.  

 Devido à ausência de informações mais específicas sobre a longevidade dessas 

linhagens em outros laboratórios, há a possibilidade de terem ocorrido mutações 

espontâneas, que também necessita ser investigado. Lefevre and Green (1972) 
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documentaram o retardo na eclosão do adulto da pulpa, fato também observado no 

presente experimento. Além disso, a resposta da longevidade à subexpressão de Sir2 

depende do contexto genotípico. A expressão de Sir2 em leveduras com mutações em 

genes relacionados ao aumento de resistência a estresse impede o aumento da 

longevidade ocasionado por essas mutações (Fabrizio et al., 2005). A deleção de Sir2 é 

capaz de aumentar ainda mais a longevidade de alguns mutantes com maior tempo de 

vida (Burnett et al., 2011). Algumas linhagens de roedores com sir2 nulo apresentam 

metabolismo semelhante aos mutantes de longa vida com deficiência na via insulin/IGF-1 

(McBurney et al., 2003), o que indica que subexpressão de sir2 também pode 

paradoxalmente ter função antienvelhecimento.  

 A maior longevidade em resposta a RD observados na linhagem com alelo 

hipomórfico de Sir2 indica que os efeitos de extensão de longevidade de RD não são 

exclusivamente dependentes de Sir2. Evidências sobre a necessidade de Sir2 para a 

presença de efeitos de extensão de longevidade causadas por restrição calórica são 

conflitantes (Tsuchiya et al., 2006; Kaeberlein e Kennedy, 2005, 2007). Não apenas 

sirtuínas, mas outras vias sensoras nutricionais ou do status energético, como TOR e 

AMPK têm sua modulação alterada por RD (Kenyon, 2010). RD não dependeu de Sir2 

para prolongar a longevidade em algumas linhagens de leveduras (Kaerbelein et al., 

1999), sendo capaz de estender a longevidade de forma dependente de TOR e Sch9 

(Kaerbelein et al., 2005). A via sensora mais ativamente induzida pela RD depende do 

tipo específico de restrição e como e quando ela é imposta (Kenyon, 2010), 

demonstrando que diferentes estímulos atuam através de diferentes mecanismos 

resultando em mudanças metabólicas que, mesmo distintas, frequentemente se 

justapõem, convergindo para estender a longevidade.  

 O resveratrol é reconhecido como um ativador de sirtuína, com potencial de 

mimetizar os efeitos de RC na longevidade (Baur, 2010). No entanto, a adição de 
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resveratrol estendeu a longevidade em fêmeas da linhagem Sir2- em todos os meios e 

em machos em meio hipocalórico. Há controvérsia em relação à ativação de Sir2 por 

resveratrol (Kaeberlein et al., 2005; Baur e Sinclair, 2006),  com evidências sugerindo que 

sirtuínas não são os únicos alvos desse polifenol (Mukherjee et al., 2010). AMPK quinase, 

importante sistema sensor do status energético da célula, é intensamente ativado por 

resveratrol, de maneira independente de Sir2 (Zhang et al., 2006). Resveratrol inibe as 

enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase envolvidas no processo inflamatório (Atten et al., 

2005). Uma série de moléculas como JNK, p38, p53, FOXO, Bax, PKC/PKD, NF-κB e 

outras têm sua função alterada por resveratrol (Pirola and Frojdo, 2008). 

 Os efeitos de RD no desempenho de machos no teste RING não foram 

consistentes, diferindo entre as linhagens e fase de vida (juventude e maturidade). Em 

acordo com os resultados da parte 1 deste trabalho, o aumento na longevidade não 

coincidiu com um melhor desempenho no teste RING. As linhagens OC e OP submetidas 

à RD tiveram longevidade estendida, mas apresentaram pior desempenho em RING. 

Contraditoriamenre, os efeitos de RD em OT foram inversos, com redução de longevidade 

e melhora no desempenho RING. Esse efeito oposto da intervenção na longevidade e na 

função neuromotora indica que a senescência de ambos é regulado por mecanismos 

diferentes, como proposto na parte I deste trabalho.  

 Com exceção de Sir2-, todas as outras linhagens tiveram os efeitos da 

deterioração da resposta de geotaxia negativa associada à idade retardados quando 

tratados com resveratrol.  Existem vários relatos dos efeitos benéficos do resveratrol na 

prevenção e adiamento de patologias neuromusculares associadas à idade, assim como 

na deterioração funcional em doenças crônico-degenerativas. Resveratrol apresenta 

efeitos terapêuticos em modelos animais de epilepsia, Alzheimer, Parkinson, Huntington, 

esclerose amiotrófica lateral e danos aos nervos (Rocha-Gonzaléz et al., 2008) 

provavelmente por atenuar a apoptose através de sua interação com Bax, retardando a 
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degeneração neuronal (Long et al., 2009; Gerhardt et al., 2011). O fato da linhagem Sir2 

nula não ter tido sua deterioração neuromotora retardada pela administração do 

resveratrol pode indicar o envolvimento dessa sirtuína nesse contexto. 

 Como foi mencionado anteriormente, adição de um novo componente à dieta gera 

uma série de outras possibilidades que explicam a resposta de D. melanogaster ao 

tratamento. Além das variáveis de diluição do meio (restrição calórica) e administração de 

resveratrol, é necessário considerar a utilização de lipídios nesse paradigma como indutor 

de mudanças gênicas e metabólicas capazes de alterar a longevidade, assim como capaz 

de interagir com a própria RC, resveratrol e os genes aqui estudados, com consequências 

diferentes.  

 Sirtuínas regulam aspectos importantes do metabolismo de lipídios, estando 

envolvidas na repressão de PPARy, TNFα, IL-6, LXR e PGC-1α (Lomb et al., 2010). 

Aumento na expressão de SIRT1 protege contra obesidade induzida por dieta 

hipercalórica e resistência à insulina por intensificar o metabolismo oxidativo no músculo 

esquelético, fígado e tecido adiposo. Esses efeitos são mediados por uma alteração 

metabólica global, semelhante à resposta adaptativa a baixos níveis de energia, 

consequência da indução de vias que controlam a oxidação de ácidos graxos envolvendo 

a desacetilação de PGC-1α, FOXO1, e p53 e indução de AMPK (Feige et al., 2008).  

 Ácidos graxos dietéticos se ligam aos receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma (PPARs), tornando-os capazes de se ligar ao DNA e promover a transcrição 

de genes relacionados à proliferação e diferenciação de células do sistema imune e à 

inflamação, como NF-κB e AP-1, levando ao aumento de uma série de mediadores 

inflamatórios. Resveratrol é capaz de inibir NF-κB e reverter a indução do processo 

inflamatório por ácidos graxos alimentares, num exemplo de possíveis interações entre 

lipídios alimentares e resveratrol (Kumar e Sharma, 2010). Tanto Sir2 quanto Hsp22 

causam a inativação funcional de P53, promovendo a sobrevivência da célula sob 
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estresse (Luo et al., 2001; Wadhwa et al., 2009), embora o resveratrol pareça ativar p53 

induzindo a via apoptótica (She et al., 2001).  

 Apesar de algumas poucas exceções, ao contrario do esperado, a maior expressão 

de Hsp22 não teve correlação direta com aumento de longevidade, nem com o 

desempenho no teste RING. A despeito das pesquisas que indicam função positiva de 

Hsp22 na extensão da longevidade e contra danos oxidativos, a superexpressão desse 

gene pode diminuir a resistência a estresse e a longevidade. Acumulação experimental de 

Hsp22 em moscas jovens diminuiu a resistência a estresse térmico e oxidativo, reduzindo 

a longevidade (Bhole et al., 2004). Esse resultado pode demonstrar que a 

superexpressão de Hsp22 em certas condições resulta em fenótipo atípico, com efeitos 

deletérios na longevidade e na resistência a estresses. A expressão normal desse gene 

em moscas selvagens é observada em estágios de vida tardios (Wheeler et al., 1995). 

Hsp22 pode apresentar pleiotropia antagônica, com expressão regulada durante o 

desenvolvimento e em adultos jovens, podendo ser benéficas nessas etapas da vida, mas 

quando acumulados, podem ser tóxicos em idades tardias (Bhole et al., 2004). Essa 

hipótese pode explicar o fato de neste trabalho não ter sido observada correlação entre 

expressão de Hsp22 em estágio larval com extensão da longevidade das moscas, pois 

apesar das evidências de maior expressão desse gene em idades avançadas serem 

benéficas, ainda é desconhecido os efeitos e interações de sua expressão em outras 

fases de vida.   

 Apesar das evidências da indução de sistemas de resistência a estresses por RD, 

diluição do meio não aumentou a formação de pufes onde se encontra o gene Hsp22, o 

que indica baixo nível de transcrição desse gene. Entretanto, de forma geral, a 

concentração do meio pareceu estar diretamente relacionada à presença de maiores 

pufes Hsp22 em todas as linhagens, exceto Sir2-. Ainda não estão totalmente 

esclarecidos os mecanismos de regulação do gene Hsp22, mas alterações epigenéticas 
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parecem estar envolvidas. Deleção de Kdm4a, que codifica uma demetilase de histona, 

diminui os níveis de mRNAs de Hsp22 em machos (Lorbeck et al., 2010). Inibidores de 

enzimas desacetilases são capazes de aumentar a expressão de Hsp22, o que indica que 

acetilação de histonas pode ser um processo envolvido na regulação desse gene (Tao et 

al., 2004; Zhao et al., 2004). De fato, mapeamento de loci alvos de Sir2 mostra alto nível 

de ligação dessa sirtuína na região 67B do braço 3L, onde está localizado o gene Hsp22 

(Van Steensel et al., 2002). A inalteração do tamanho dos pufes na linhagem Sir- fornece 

mais indicativos da existência de interação genética ou física entre Sir2 e Hsp22.  

 Apenas no meio hipocalórico, adição de resveratrol foi capaz de aumentar 

significativamente o tamanho dos pufes Hsp22 nas linhagens OT e Swt, mas não teve 

esse feito na linhagem Sir2-. Há evidências de que o resveratrol altera o substrato alvo de 

Sir2, pois ao ligar-se à sirtuína, o resveratrol pode mudar sua conformação química ou 

estrutural, alterando sua afinidade com o substrato (Viswanathan et al., 2005).  Admitindo-

se a hipótese do resveratrol alterar a afinidade química de Sir2, sua adição pode ter 

diminuído a afinidade pelo locus de Hsp22. Essa hipótese também é proposta para 

explicar o fato do resveratrol exercer atividade sobre substratos específicos in vitro, mas 

ter efeitos diferentes em diferentes vias metabólicas in vivo (Kaeberlein, 2005).  

 O fato de RD e resveratrol terem estendido a longevidade na linhagem Sir2- 

implica na utilização de mecanismo outro que não o de sirtuínas para tais efeitos. Uma 

possibilidade é a indução de expressão de genes envolvidos na desintoxicação de 

drogas, que aumenta as defesas contra pró-oxidantes e outras substâncias tóxicas (Bass 

et al., 2007b). Vários compostos eletrofílicos podem induzir esta bateria de genes através 

da ativação do fator de transcrição NRF-2, que estimula a transcrição de genes com 

resposta antioxidante (Talalay et al., 2003), sendo o resveratrol é um potente indutor 

desse sistema (Jang et al., 1997). Em resposta a estresses ambientais, como 

desidratação, predação, infecções e escassez de nutrientes, plantas e outro organismos 
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autótrofos sintetizam uma infinidade de metabólitos secundários, ativando seu sistema de 

defesa contra determinado estresse específico (Lamming et al., 2004). Esses metabólitos 

constituem uma assinatura química do status ambiental do ecossistema no qual a planta 

se encontra (Goldenberg et al., 2010),  podendo agir interespecificamente, sinalizando 

aos organismos heterotróficos que ingeriram a planta sobre as condições ambientais e 

possível escassez futura (Howitz e Sinclair, 2008). A adaptação metabólica do organismo 

heterotrófico como resposta ao metabólito pode alterar vias metabólicas resultando em 

extensão da longevidade. Ao agir como sinais químicos interespecíficos, esses 

metabólitos podem funcionar como uma pressão seletiva na evolução dos organismos 

heterotróficos com capacidade de antecipar o status ambiental e se preparar 

precocemente contra eventos adversos. 

 É pouco provável que fitofenóis como o resveratrol atuem no organismo 

heterotrófico por apresentarem toxicidade, como foi proposto para lipídios (Lamming et 

al., 2004). Ao invés disso, a hipótese de xenohormese, sugerida para explicar os efeitos 

do resveratrol, propõe que esses polifenóis têm a habilidade de modular diretamente 

enzimas chaves na regulação de vias metabólicas envolvidas na determinação da 

longevidade (Goldberg et al., 2010). Tais substâncias seriam produzidas com objetivo 

primário de inibir o crescimento proliferativo de organismos competidores ou parasitários, 

sendo o aumento da longevidade um efeito colateral dessas substâncias em indivíduos 

que já completaram os estágios de crescimento. Essa ideia se aplica a exemplos como a 

produção de rapamicina por bactérias do solo e de resveratrol nas cascas de uvas com o 

intuito de inibir crescimento de fungos (Blagosklonny, 2009). 

 Os resultados deste trabalho, além de retratarem a complexidade multifatorial da 

senescência, destacaram a importância do estudo da atuação específica de componentes 

isolados da dieta. Os efeitos do resveratrol observados nas diferentes linhagens 

evidenciam que ainda há muitas inconsistências em relação a esse polifenol no aumento 
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do tempo de vida. Estudos aprofundados levando em consideração outros marcadores 

genéticos são necessários para o entender quais diferenças genotípicas podem estar 

atuando de maneira a responder ou não ao tratamento com resveratrol.  

 Restrição dietética, lipídios e resveratrol parecem interagir com genes e vias 

metabólicas em comum que estão relacionadas com o aumento da longevidade. As 

evidências aqui presentes, ainda que indiretos, indicam que a relação epigenética entre 

os genes Sir2 e Hsp22, assim como a influência dos fatores mencionados, deve ser 

estudada mais profundamente. Apesar de a epigenética ser uma área da genética 

relativamente nova, está cada vez mais clara a importância do epigenoma como interface 

entre o ambiente e o genoma, sendo o seu esclarecimento de suma importância para o 

desenvolvimento de fármacos (Jones e Divecha, 2004).  
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7. CONCLUSÕES 

 

1. A alteração do componente lipídico da dieta foi capaz de alterar parâmetros de 

longevidade e mortalidade em Drosophila melanogaster, independentemente do 

conteúdo energético e a proporção entre carboidratos e proteínas, indicando a 

possibilidade de lipídios interagirem com vias metabólicas relacionadas à senescência 

nesse organismo; 

2. A utilização de lipídios em ensaios de restrição dietética alterou a taxa de 

envelhecimento, em contraste à maioria dos ensaios de RD/RC tradicionais, os quais 

sugerem que a restrição não retarda o acúmulo de danos em Drosophila. Esse 

resultado pode indicar que a restrição calórica e a restrição/suplementação de um 

nutriente específico podem atuar através de mecanismos distintos, devendo ser 

estudadas isoladamente;  

3. Os efeitos dos lipídios dietéticos na longevidade de D. melanogaster foram 

dependentes do sexo, aparentando ser levemente tóxicos com efeito similar ao 

hormético em machos; 

4. A RD utilizando lipídios não foi capaz de retardar a deterioração neuromotora na 

maioria das linhagens, o que indica que esta intervenção, apesar de estender a 

longevidade, não necessariamente retarda a decadência funcional global do 

organismo;  

5. As respostas de longevidade, mortalidade e no teste RING à RD e resveratrol 

diferiram entre as linhagens e entre fêmeas e machos de uma mesma linhagem, 

refletindo a significância do controle genotípico nas respostas às essas intervenções;  

6. Os efeitos positivos da RD no mutante sir2 hipomórfico corrobora a hipótese de que 

vários mecanismos e vias metabólicas, além das sirtuínas, são responsáveis pela 

extensão da longevidade em Drosophila; 
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7. O resveratrol, apesar de não ter estendido a longevidade de forma consistente em 

todas as linhagens, desacelerou a decadência das funções locomotoras em D. 

melanogaster. Juntamente com resultados positivos de pesquisas anteriores, esse 

resultado fornece uma forte evidência da possibilidade de utilização desse polifenol 

para retardar a deterioração de funções que impactam prioritariamente a qualidade de 

vida de idosos;  

8. O aumento de longevidade após administração de resveratrol na linhagem sir2 

hipomórfica (Sir2-) foi particularmente significante, demonstrando que, pelo menos na 

extensão de longevidade, Sir2 não parece ser essencial para a ação desse 

fitonutriente;  

9. Os resultados deste trabalho podem indicar que Sir2 silencia a região onde se 

encontra Hsp22, inibindo diretamente sua expressão. Além disso, o resveratrol pode 

ser capaz de alterar a conformação química de Sir2, diminuindo sua afinidade pelo 

lócus de Hsp22;  
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