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Resumo

RESUMO

O estabelecimento da idade dos individuos é fundamental na area da Medicina
Legal e Ciéncias Forenses, uma vez que contribui para o seu processo de identificacao.
O envelhecimento da populacdo humana € um processo complexo que ocorre
gradualmente, diferindo de individuo para individuo. O indicador mais comum na
avaliacdo do processo de envelhecimento € a idade cronoldgica, que indica o tempo de
vida que o individuo possui contado a partir do seu hascimento. Porém, a determinacdo
da idade cronolégica pode néo ser suficiente nas varias areas da Medicina Legal. Sendo
assim, a determinacdo da idade biolégica pode ser um complemento util a idade
cronoldgica, ja que individuos com a mesma idade podem apresentar diferentes niveis
de disfuncdes e vulnerabilidades a medida que vao envelhecendo e por isso, apresentar
idades bioldgicas diferentes. Uma das principais estruturas biologicas envolvidas neste
processo sao os telémeros. Ao seu encurtamento continuo durante a divisdo celular é

atribuida grande responsabilidade no processo de envelhecimento bioldgico.

O objetivo do presente estudo foi a caracterizacdo do comprimento dos telomeros
como potencial biomarcador de envelhecimento, de forma a permitir o estabelecimento
de uma idade biol6gica. Assim, neste estudo o comprimento dos telémeros foi
determinado pelo método de qPCR a partir de amostras de sangue periférico de
individuos saudaveis, individuos diagnosticados com CaP ou com AVC, de forma a
complementar a informacao ja existente da associa¢cdo do comprimento dos telomeros

com a idade biolégica.

A associacao entre a idade cronolégica do grupo controlo e o comprimento dos seus
teldbmeros ndo revelou diferencas estatisticamente significativas. A presenca de
variacOes interindividuais, como o0 género, os habitos tabagicos ou o indice de massa
corporal influenciam o comprimento dos teldmeros e parecem influenciar o
estabelecimento preciso de uma idade cronolégica. Porém, a aplicagdo do estudo do
comprimento dos teldmeros no estabelecimento da idade biolégica dos individuos
revelou ser de extrema utilidade, verificando-se que os individuos afetados por
patologias como CaP ou AVC apresentam variacbes de comprimento em relacédo aos
individuos saudaveis. Estas variagcdes permitem-nos concluir que os telémeros sao
parte integrante dos mecanismos de envelhecimento molecular das células do nosso

organismo e podem ser utilizados como biomarcadores deste processo.
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Abstract

ABSTRACT

The establishment of the age of individuals is crucial to Forensic Medicine and
Forensic Sciences, since it contributes to the process of identification of individuals. The
aging of the human population is a complex process that occurs gradually, differing from
individual to individual. The most common indicator in the evaluation of the aging
process is the chronological age, which indicates the lifetime that the individual has
been counting from his or her birth. However, the determination of chronological age
may not be enough in the many areas of Legal Medicine. Thus, the determination of
biological age may be a useful complement to chronological age, since individuals of
the same age may have different levels of dysfunctions and vulnerabilities as they age
and therefore have different biological ages. One of the major biological structures
involved in this process are telomeres. Its continuous shortening during cell division is

one of the main factors responsible for the biological aging process.

The aim of the present study was to characterize the telomere length as a potential
aging biomarker, in order to allow the establishment of a biological age. Thus, in this
study, telomere length was determined by the qPCR method from peripheral blood
samples from healthy individuals, individuals diagnosed with CaP or with stroke, in order
to complement the existing information on the association of telomere size with

biological age.

The association between the chronological age of the control group and the length
of their telomeres did not reveal any statistically significant difference. The presence of
interindividual variations such as gender, smoking habits or body mass index seems to
influence telomere length and consequently seem to influence the accurate prediction
of a chronological age. However, the application of the study of telomere length in the
establishment of the biological age of individuals revealed to be extremely useful, and
it was verified that individuals affected by pathologies such as CaP or stroke presented
length variations when compared to healthy individuals. These variations allow us to
conclude that telomeres are an integral part of the molecular aging mechanisms of our

cells and can be used as biomarkers of this process.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento: Idade Cronolégica versus Idade Bioldgica

O envelhecimento é um processo bioldgico gradual e multifatorial caracterizado pela
diminuicdo das funcgbes fisiologicas a nivel molecular, celular e tecidual. O
envelhecimento que se verifica na populacdo mundial é descrito como sendo o principal
fator de risco para o desenvolvimento de doencas cronicas, tais como o cancro, a
diabetes, as doencas neurodegenerativas e as doencas cardiovasculares, estando
estas frequentemente associadas a uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade

com o aumento da idade (1) (2).

O processo de envelhecimento é variavel entre os diferentes individuos contribuindo
para isso tanto fatores genéticos, inerentes ao préprio individuo, como fatores néo
genéticos, resultantes da exposicao a fatores ambientais externos. Estima-se que 20 a
30% da variacdo na longevidade dos individuos se deve essencialmente a fatores
genéticos, que influenciam a predisposi¢cdo do individuo para o desenvolvimento de
determinada doencga, sendo considerados como fatores de risco (3). Estudos
desenvolvidos neste ambito revelam a existéncia de polimorfismos genéticos
(alteracdes na sequéncia do DNA — Deoxyribonucleic Acid — cuja variante menos
frequente esta presente em pelo menos 1% da populacdo) capazes de influenciar
processos bioldgicos fundamentais relacionados com o envelhecimento. Exemplos
destes processos biolégicos sdo a resposta a estimulos, a degradacao proteica e a
apoptose, que podem explicar diferencas de 8 anos ou mais no tempo de vida dos
portadores dos denominados alelos de risco (3) (4). Entre os fatores nao genéticos que
influenciam o envelhecimento estdo essencialmente fatores inerentes ao estilo de vida,
como os habitos alimentares e tabagicos, o stress fisioldégico crénico, patologias

prévias, obesidade e a inatividade fisica (5) (6).

As diferencas no processo de envelhecimento explicam a necessidade de distinguir
dois conceitos: a idade cronoldgica e a idade biolégica. A idade cronolégica indica o
tempo de vida que o individuo possui contado a partir do seu nascimento. Por sua vez,
a idade biologica reflete um conjunto de processos multicausais e multisistémicos,
independentes da idade cronolégica, que reduzem a viabilidade do organismo e

aumentam a sua vulnerabilidade (7).
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Além dos sinais habituais de envelhecimento no ser humano como o aparecimento
de cabelo grisalho, das rugas, das manchas na pele, da perda de massa muscular e
adiposidade alterada, também a nivel molecular se verificam altera¢cdes nos 6rgéaos,
tecidos e células que aumentam a suscetibilidade do individuo para desenvolver
doencas nas Ultimas décadas de vida. A avaliacdo da deterioragdo dessas funcdes
biol6gicas pode ser utilizada para prever o risco de sofrer de patologias relacionadas
com a idade e estimar o tempo de vida Gtil dos individuos, tendo em consideracado a

heterogeneidade do envelhecimento celular de cada um (7) (8) (9).

Assim sendo, sabe-se que a idade biol6gica pode ocorrer a diferentes taxas para
diferentes individuos, em contraste com a idade cronologica que aumenta na mesma
taxa para todos os individuos e que por isso nao reflete com precisao o estado funcional
e de saude de um individuo (10) (11) (12).

Um bom exemplo da variabilidade que ocorre entre a idade bioldgica e cronolégica
€ 0 caso dos individuos que sofrem acidentes vasculares cerebrais (AVC’s). Sabe-se
gue esta ocorréncia esta associada a idade e afeta maioritariamente a populacdo mais
idosa, estando os AVC’s associados a uma prevaléncia de fatores de risco
cardiovasculares padrédo, tais como a hipertensao, a diabetes mellitus, a obesidade, os
disturbios lipidicos, as cardiopatias congénitas e o tabagismo (13). Porém, nos ultimos
anos, a incidéncia desta patologia tem aumentado em individuos mais jovens com
idades inferiores a 50 anos, devido a interacdes atipicas entre fatores ambientais,
vasculares, sistémicos, genéticos e do sistema nervoso central, apontando assim uma
diferenca entre a idade cronoldgica e bioldgica nestes individuos. Segundo o estudo de
Soriano-Tarraga e colaboradores, verificou-se que a idade bioldgica dos individuos que
sofreram um AVC em idades jovens é 2,5 anos superior a dos individuos saudaveis
(13).

Na éarea das ciéncias forenses, a estimativa da idade é uma caracteristica
imprescindivel na construcdo do perfil biologico de um individuo. Os avangos que
ocorreram na analise de DNA permitem que atualmente se obtenham perfis genéticos
Unicos extraidos de evidéncias biologicas, tais como sangue, sémen, saliva e células
epiteliais (14) (15). Estes perfis tém possibilitado a resposta eficaz a questdes
relacionadas com a identificagdo humana, componente de grande importancia nas
solicitagBes periciais em Medicina Legal. No entanto, o estudo destes perfis ndo fornece

qualquer indicacao de idade do individuo.
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A determinacdo da identificagdo médico-legal pode ser solicitada quer em
individuos vivos, estando nestes casos associada a desaparecimentos, investigacdes
de filiacdo e a portadores de documentos de identificacéo falsos ou sem qualquer tipo
de prova legal da sua identidade, quer em restos cadavéricos/esqueletizados quando
associados a incidentes como ataques terroristas, acidentes aéreos e rodoviarios,
incéndios, assassinatos em massa e desastres naturais como tsunamis, terramotos e
inundacdes (15) (16).

Uma estimativa da idade é deste modo crucial no processo de identificacdo de um
desconhecido, uma vez que permite a reducdo do numero de suspeitos ou
intervenientes num cenario de crime. Para além disso, existe uma necessidade
crescente em estabelecer a idade dos individuos para que lhes sejam reconhecidos
direitos civis, beneficios sociais, ou ainda eventuais penalizacdes e obrigacdes
inerentes a sua idade, que podem estar associadas a questdes de imputabilidade (17).
Uma problematica crescente no nosso pais referenciada pelo Servigco de Estrangeiros
e Fronteiras (SEF) diz respeito ao afluxo de adultos que chegam acompanhados por
menores sem apresentarem documentos de identidade e/ou documentos que
comprovem o vinculo familiar ou a autorizagdo dos progenitores para viajarem com a
crianca, revelando fortes indicios de trafico de menores, uma vez que estas criangas
normalmente estdo indocumentadas ou apresentam documentos falsificados. E
necessario averiguar a sua identidade e determinar a idade destas criangas ou jovens,

de forma a encaminhé-las para centros de acolhimento apropriados.

Sendo assim, é essencial definir estratégias e metodologias sensiveis de modo a
estimar a idade dos individuos. Podendo-se para isso recorrer a caracteristicas fisicas
como elementos identificativos, através de técnicas de odontologia forense, que se
baseiam nas caracteristicas dentarias Unicas de cada individuo, como a morfologia,
variacoes na forma e tamanho, restauracdes, patologias, falta de dentes, padrbes de
desgaste, cor e posicao dos dentes, rotaces e outras anomalias dentarias peculiares
(16).

Especificamente para a estimativa da idade dentaria examina-se a mineralizagéo e
maturacao dentaria, tendo em conta o nUmero e a sequéncia das erupc¢des dentérias e
os estadios de mudancas regressivas nas coroas e raizes das pec¢as dentarias. No
entanto, estes métodos apresentam menos precisdo com o aumento da idade do

individuo em estudo. Em criangcas e adolescentes pode-se estimar uma idade
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cronoldégica com um intervalo de erro menor pois as variacdes da formacdo e
maturacdo dentaria estdo bem estudadas e individualizadas em intervalos de tempo
esperados para o seu desenvolvimento (16). No entanto, quando se pretende estimar
a idade de um adulto com base na arcada dentaria, e como € expectavel que todos 0s
individuos com mais de 30 anos ja tenham completado a mineralizacdo dentaria, tém
gue se utilizar métodos com base nas altera¢des degenerativas das pecas dentérias, 0
gue esta associado a intervalos de erro superiores, pois estas alteracdes estdo
dependentes de fatores de comportamento individuais e suscetibilidades relativas a
modificages devido a fatores externos, como malnutricdo, doengas hormonais e estilo
de vida a que o individuo esta sujeito (18). Uma problematica que se coloca na
utilizacdo do perfil dentario para identificacdo e estimativa de idade de um individuo &
a falta de registos dentarios anteriores, comprometendo assim a aplicacdo deste
método pela caréncia de referéncias para comparacgéo de dados, assim como a limitada

precisdo com o aumento da idade cronoldgica.

Também a antropologia forense pode auxiliar o processo de identificagéo, aplicando
métodos de estimativa da idade esquelética que tém por base o crescimento e 0s
processos de maturacdo dos 0ssos. Esta andlise recai na observacdo de centros de
ossificagdo e fusdo, no tamanho dos 0ssos longos, nos estadios de unido epifisal,
suturas 6sseas, perda 6ssea e alteragdes articulares. Contudo, a estimativa da idade
cronoldgica através deste método tem sempre um risco de erro associado. Quanto mais
velho for o individuo, mais dificil sera determinar a sua idade, pois quando se atinge a
maturidade/idade adulta, os indicadores de estimativa da idade passam a estar
relacionados com processos degenerativos e de remodelagéo 6ssea que apresentam
uma elevada variabilidade, dependendo essencialmente de fatores genéticos,

ambientais, nutricionais e patologias (19) (20).

Tendo em conta que o processo de envelhecimento esta relacionado ndo s6 com a
idade cronoldgica, mas também com a idade biolégica dos individuos é fundamental
complementar os métodos de estimativa de idade ja existentes para dessa forma
ultrapassar as limitacdes que se verificam com a aplicacdo dos mesmos. Assim é
importante utilizar métodos que demonstrem os mecanismos moleculares subjacentes

ao envelhecimento biol6gico do organismo.
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1.2 Marcadores moleculares e o envelhecimento

s

Tal como ja foi referido o envelhecimento € um processo multifatorial que em
primeira instancia se revela a nivel molecular, envolvendo o acumular a longo prazo de
danos no DNA e a decomposicdo de tecidos e 6rgdos. Detetando precocemente as
alteracBes moleculares subjacentes a estes processos, através de biomarcadores
moleculares e genéticos, podem definir-se grupos de risco para o desenvolvimento de

doencas e desse modo promover uma intervencao terapéutica precoce e mais efetiva

(8) (21).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), um biomarcador é um
indicador de processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas a uma
exposi¢ao ou intervencgao terapéutica (22). No mesmo sentido, também a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) define biomarcador como uma medida que reflete a interagédo
entre um sistema biol6gico e um agente ambiental, que pode ser quimico, fisico ou
biologico. Existem trés classes de biomarcadores: de exposicdo, de efeito e de
suscetibilidade. Os biomarcadores de exposi¢do podem ser quer substancias exdégenas
gque se medem no corpo humano, quer 0s seus metabolitos ou ainda o produto de uma
interagdo entre um agente xenobidtico e uma molécula ou célula alvo. Deles s&o
exemplo a medi¢cdo de cocaina e seus metabolitos no sangue ou urina para detetar o
consumo de drogas de abuso. Os biomarcadores de efeito sdo agentes bioquimicos
mensuraveis, fisioldgicos, alteracbes comportamentais ou outra alteracdo dentro do
organismo que podem ser associados a alteracdes do estado de saude ou possiveis
doencas. Deles sdo exemplo a medicdo da carboxiemoglobina que reflete a dose
interna de monodxido de carbono que se liga a um tecido alvo. Por ultimo, os
biomarcadores de suscetibilidade analisam a capacidade inerente ou adquirida de um
organismo para responder a exposi¢ao a uma substancia xenobiética especifica. Deles

sédo exemplo a deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (23).

Tendo em conta que individuos da mesma idade cronolégica ndo envelhecem todos
na mesma proporcdo, hd necessidade de se entenderem o0s processos de
envelhecimento biolégico do organismo. Para tal, utilizam-se biomarcadores de
envelhecimento: parametros bioldégicos quantificaveis que permitem identificar
individuos em condic6es de risco para doencas relacionadas com a idade. Estes
biomarcadores conseguem prever o declinio funcional, morbilidade e mortalidade de

um individuo, fornecendo assim mais informac@es do que a idade cronoldgica (10) (24).
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A maioria destes biomarcadores incluem a analise de alterages no DNA, RNA
(Ribonucleic Acid), proteinas e fluidos corporais, representativos de sistemas e 6rgaos,
como por exemplo a idade vascular, idade da pele, idade dentéria, idade esquelética e
idade cognitiva, que conjugadas entre si podem facilitar a diferencia¢éo de individuos

da mesma idade cronoldgica com taxas variantes de envelhecimento (8) (11) (25).

Os biomarcadores de envelhecimento biolégico podem ser divididos em dois tipos:
biomarcadores moleculares, baseados no estudo de acidos nucleicos, e biomarcadores
fenotipicos, tais como a presséo arterial, indice de massa corporal, niveis de glicose,
insulina, triglicerideos, creatinina e proteina C reativa. Estes marcadores fenotipicos
séo de facil obtencdo e analise dando uma viséo geral da saude do individuo, porém
apresentam limitagcdes na sua aplicacdo, uma vez que séo influenciaveis por fatores
ambientais e ndo podem ser utilizados como Unico elemento de analise para o calculo
da idade bioldgica, pois ndo refletem diretamente os mecanismos moleculares

subjacentes ao processo de envelhecimento (26).

De acordo com a American Federation of Aging Research (AFAR) os preditores da

idade biologica tém de preencher alguns critérios para a sua aplicacao, tais como:

1 - Devem prever a taxa de envelhecimento, ou seja, refletir o tempo de vida Gtil do

individuo melhor do que a idade cronolégica;

2 - Devem monitorizar um processo basico subjacente ao processo de

envelhecimento e ndo os efeitos de uma doencga;

3 - Devem ser procedimentos que possam ser testados repetidamente sem

prejudicar a pessoa,
4 - Devem possibilitar a sua manipulacdo em animais de laboratorio (7) (10) (25).

Dificilmente existe um biomarcador que cumpra criteriosamente todos os pontos
propostos pela AFAR, porém 0s que se destacam e assumem uma maior importancia
no estudo da idade biologica sdo o encurtamento do tamanho dos telomeros e a
metilacdo do DNA, uma vez que estdo intimamente relacionados com a expressao
genética, estabilidade cromossomica e vulnerabilidade ao desenvolvimento de doenca,
contribuindo assim para a compreensdo do mecanismo molecular e genético subjacente

ao risco de desenvolvimento de doengas crénicas (25) (27).
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A medi¢do do comprimento dos teldmeros em leucécitos tem sido amplamente
estudada pelos investigadores, uma vez que as evidéncias demonstram que a medida
que os individuos envelhecem, o comprimento médio dos telémeros diminui (28) (29).
O declinio do seu comprimento ao longo da vida do individuo permite prever uma idade
biol6gica para o individuo, assim como as modificacbes epigenéticas baseadas no
estudo de padrdes de metilacdo do DNA através da andlise de locais de metilagdo CpG

localizados em genes especificos (30).

Contudo, podem utilizar-se outros métodos moleculares para estimar a idade
humana, nomeadamente a andalise de delecbes do DNA, andlise de perfis
transcriptomicos, analise de microRNAs, bem como a analise da racemizagéo do acido
aspartico e de produtos finais de glicosilacdo avancada (PGAs). No entanto estes
métodos tém precisdes relativamente baixas e algumas limitagcdes préaticas na sua
aplicabilidade pela complexidade das metodologias utilizadas para detecdo e pelo

reduzido nimero de estudos efetuados acerca dos mesmos (25) (26).

Diversos estudos ja foram elaborados com o objetivo de investigar as diferencgas de
idade biolégica dos individuos, porém ainda ndo se encontrou um biomarcador que
represente na totalidade a taxa de envelhecimento (11) (12) (25) (26) (31). E importante
referir que os marcadores de envelhecimento biolégico podem mudar ao longo da vida
e que um unico biomarcador pode nao ser suficiente para refletir o envelhecimento em
todos os sistemas biol6gicos. Sendo assim, torna-se necessario utilizar diferentes
painéis de biomarcadores em diferentes idades, pois sabe-se que existe uma dinamica
associada dependente de fatores genéticos, ambientais ou do estilo de vida, que podem

variar ao longo da vida do individuo (27).

Deste modo, é relevante a identificagdo de biomarcadores adicionais que fornegam
informacgbes precisas acerca do estado de saude do individuo, pois possibilitaria a
definicao de guidelines para um envelhecimento saudavel, auxiliando tanto na previséo
como na prevencdo de doengas, potenciando a longevidade dos individuos e uma
melhoria da qualidade de vida. A medicdo do comprimento dos teldmeros € um
biomarcador com grande potencialidade nesta area sendo, desse modo alvo de

inmeras investigacoes.
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1.3 Biologia dos Telbmeros

Os teldmeros sao estruturas nucleoproteicas localizadas nas extremidades dos
cromossomas eucarioticos, compostos por uma sequéncia hexameérica repetitiva
(TTAGGG). Estas estruturas apresentam mudltiplas funcbes biol6gicas essenciais a
sobrevivéncia das células, tais como a manutencdo da estabilidade da estrutura
cromossomica, protegendo assim o DNA cromossémico da degradacao, perda e fusédo
das extremidades e recombinacdo atipica. Para além disso contribuem para o

emparelhamento de cromossomas homologos (28) (32).

Quando um individuo nasce, 0s seus teldmeros tém um comprimento de
aproximadamente 5 a 20 kb (kilobases) nas células sométicas. No entanto, apds cada
divisdo mitética, estes séo progressivamente encurtados. Estudos apontam que a taxa
anual do seu encurtamento em tecidos e 6rgaos humanos esta compreendida entre 0os
50 a 120 pb (pares de bases) (32) (33).

O comprimento dos telomeros encurta gradualmente com o nimero de divisdes
celulares devido ao designado “problema de replicacao final”. Este ocorre porque existe
uma incapacidade intrinseca das DNA polimerases para sintetizar completamente a
cadeia filha nas extremidades cromossoémicas, resultando na perda de repeticbes dos
telomeros (34) (35).

Os telémeros sao estabilizados por um complexo de seis proteinas, designado por
shelterin. Este complexo inclui os Telomere Repeat Binding Factor 1 e 2 (TRF1 e TRF2),
Protection of Telomeres 1 (POT1), TRF1- interacting nuclear protein 2 (TIN2), Repressor
Activator Protein 1 (RAP1) e Tripeptidyl Peptidase 1 (TPP1) (28) (36). Para além disso,
a manutenc¢do da sua estabilidade depende da Telomere Terminal Transferase, também
designada por telomerase, uma enzima que tem como funcdo adicionar novas
sequéncias de TTAGGG as extremidades dos cromossomas. A telomerase é
constituida por um complexo de trés ribonucleoproteinas: Telomerase Reverse
Transcriptase (TERT), Telomerase RNA Component (TERC) e a Telomerase
Associated Protein 1 (TEP1). As proteinas TEP1 e TERC sdo sempre expressas,
tornando a atividade enzimética da telomerase dependente da transcricdo da TERT
(37).

Para além desta enzima existem outras vias de manutencdo do comprimento dos

teldmeros, baseadas na recombinacao de DNA, designadas por Alternative Lengthening
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of Telomeres (ALT). Desta forma, o comprimento dos telomeros resulta do balango entre
a erosao produzida durante a diviséo celular, o alongamento conduzido pela telomerase

e 0s processos baseados na recombinacéao (38).

Durante a proliferacédo de células germinativas os niveis de atividade da telomerase
sdo muito elevados. Embora esta atividade se encontre diminuida nos espermatozoéides
e ovulos, quando ocorre a fertilizagdo atinge-se outra vez um nivel superior de atividade
que se ira manter nas células embrionarias e germinativas transmitidas a proxima
geracdo. ApOGs 0 nhascimento, a maioria das células somaticas humanas adultas
expressam niveis insuficientes ou indetetaveis de telomerase, resultado da repressao
da expressdo do gene TERT na maioria dos tecidos a partir dos 3 a 4 meses de
gestacgdo, processo este que permite a eliminacdo de células por apoptose por terem
atingido um nivel critico de encurtamento telomérico. A reativacdo da atividade da
telomerase e 0 aumento da sua expressédo estdo associados ao desenvolvimento de
tumores e sdo em parte responsaveis por conferir as células malignas uma capacidade

de se autorrenovarem e de se proliferarem indefinidamente (Figura 1) (39).
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Figura 1 — Representacéo da atividade da telomerase ao longo da vida (adaptado de Hiyama e

colaboradores (39)).
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De facto, a telomerase é detetada em aproximadamente 85 a 90% de todos os
tumores malignos (28). Tém sido propostos diversos mecanismos que promovem a sua
atividade, entre os quais muta¢gbes/delecbes no promotor TERT, envolvimento de
splicing alternativo do TERT, amplificacdo do gene TERT, alteragfes epigenéticas ou
mesmo a sua autorregulacdo. Estudos anteriores revelaram que em cancros
avancados, é suficiente um nivel de até 1% de telomerase ativa para manter os
teldmeros mais curtos e a sua expressdo, mesmo que a curto prazo, em células normais

é suficiente para duplicar a vida proliferativa das células (40).

Deste modo, tem surgido interesse por parte da comunidade cientifica no que
concerne a inibicdo da expresséo da telomerase como alvo importante na terapéutica
de cancro. As diversas abordagens terapéuticas em investigacdo baseiam-se na
inativagao seletiva da expressao da telomerase nas células tumorais, uma vez que estas
possuem uma elevada atividade, ao invés das células sométicas normais em que o nivel

de atividade da telomerase é reduzido ou mesmo inexistente (41).

1.4 Comprimento dos telomeros como biomarcador molecular de

envelhecimento

Os telébmeros apresentam propriedades fundamentais que os colocam no foco para
estudos de envelhecimento, pois encurtam a cada divisdo celular devido a replicagédo
incompleta das suas extremidades, encurtam por dano oxidativo e quando atingem um
comprimento considerado critico, as células entram num estado senescente e a divisdo
celular termina. Devido a estas caracteristicas séo considerados o “relégio molecular”
das células, pois definem o nimero de divisdes celulares e o tempo de vida da célula
(42).

O encurtamento progressivo dos teldmeros num individuo saudavel é um dos
processos responsaveis pela perda progressiva e irreversivel da capacidade replicativa
das células somaticas. Este processo € um dos fatores que influenciam o
envelhecimento de um individuo e foi descrito pela primeira vez por Hayflick e

Moorhead quando introduziram o termo senescéncia celular (32) (34).

A senescéncia dependente do comprimento dos telomeros, também conhecida

como senescéncia replicativa, € o principal modo de entrada no estado senescente em

Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telémeros em Doencas
Associadas a ldade
36



Introducéo

varios tipos de células humanas, incluindo fibroblastos, células epiteliais, células
endoteliais e células uroteliais (7). Este processo desencadeia-se quando o fragmento
de restricdo terminal telomérico atinge um comprimento médio de 4 a 7 kb. Nesse limiar
critico, o complexo protetor shelterin é interrompido, expondo uma extremidade do
cromossoma de cadeia dupla que fica descoberta. Por sua vez € desencadeada uma
resposta ao dano de DNA, impedindo que ocorra a progressdo para a fase S do ciclo
celular (43). Na auséncia de um mecanismo normal de senescéncia, ndo ocorre
apoptose, as células com defeitos genéticos proliferam e consequentemente surge
instabilidade e anomalias cromossémicas que podem contribuir para o desenvolvimento

de diversas patologias associadas ao envelhecimento (Figura 2) (1) (35).

A reducado do comprimento dos telomeros encontra-se associada a fatores de risco
que incluem o tabagismo, a diabetes, a hipertenséo, a hipercolesterolémia, a obesidade,
a inatividade fisica, o consumo de alcool e questdes psicoldgicas (5) (7) (28) (37) (44)
(45) (46) (47) (48) (49) (50).

Diversos estudos tém documentado a correlagéo entre essa diminuigéo e diversas

BN

doencas associadas a idade, desde doencas cardiovasculares, aterosclerose,
Alzheimer, AVC’s e cancro (Figura 2) (1) (33) (37) (51) (52).

Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telémeros em Doencas
Associadas a ldade
37



Introducéo

(A) /(B)
Células j Os teldmeros sé&o constituidos por
Senescentes ‘ sequéncias repetitivas (TTAGGG)
Senescéncia L
Replicativa — Deam i e s\t L B
"~ I'TAGGGTTAGGGTT AGGG
« Doengas Crénicas LT OToAATEoG.,
/ Ry gas associadas a idade =
B (ex. AVC’s, Cancro)

pelo complexo shelterin

q
O Os teléomeros sao estabilizados
5

t = S T T B

Envelhecimento
A medida que as células se

\ / O dividem, o comprimento dos

i _ telomeros diminui levando a
Funcéo Celular paragem do ciclo celular

Comprometida

7
\
I\ 1)

W

Limite Critico

Q A func&o da enzima telomerase

€ adicionar novas sequéncias

TTAGGG as extremidades dos
telémeros

Instabilidade

he DhA b Ton: Ton: Bl

As células adultas normais
expressam niveis indetetaveis de

O telomerase; esta é ativada em
células tumorais conferindo uma

capacidade de proliferacéo

| Encurtamento dos Telémeros | ilimitada

Figura 2 — Representagdo esquematica dos processos (A) de senescéncia celular, consequente
diminuigdo do tamanho dos teldmeros e risco de desenvolvimento de doengas, e (B) da biologia

do telémero e da manutencao do seu comprimento (adaptado de Almeida e colaboradores (1)).

1.5 Medi¢cdo do comprimento dos telémeros

O comprimento telomérico € frequentemente estudado em leucécitos do sangue
periférico a partir de uma simples colheita de sangue periférico, que permite a obtencao
de grandes quantidades de DNA de alta qualidade. Porém, quando néo é possivel obter
uma amostra de sangue periférico existem outros métodos de colheita, como a colheita
de manchas de sangue seco e amostras de saliva. Varios investigadores provaram que

existe uma correlacdo entre o comprimento dos telomeros de amostras de sangue
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periférico e outros tecidos, o que permite assumir que € um marcador valido para estimar

0 comprimento dos telémeros noutros tecidos (53).

A utilidade da medicdo do comprimento dos telémeros depende da validade,
precisédo e confiabilidade da técnica de medicao utilizada para a sua andlise. A técnica
original considerada como a técnica Gold Standard é a andlise do Terminal Restriction
Fragment (TRF). Neste procedimento, o DNA gendmico é digerido utilizando uma
mistura de enzimas de restricdo. Os fragmentos teloméricos sdo posteriormente
visualizados por Southern Blot utilizando uma sonda especifica para 0 DNA telomérico
e 0s seus comprimentos medidos através de eletroforese em gel de agarose por

comparagédo com um marcador de peso molecular de DNA (36) (54).

Apesar do método de Southern Blot ser (til, a sua execugdo € muito laboriosa e a
interpretacéo depende da experiéncia do operador. Assim, em estudos mais recentes
os investigadores tém utilizado uma técnica mais rapida e eficiente para determinar o
comprimento dos telémeros: o quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR) (14).
Em 2002, Cawthon e colaboradores desenvolveram um método com base no qPCR
gue determina a diferenca entre uma amostra de DNA e uma amostra de DNA de
referéncia. Medem-se o numero de repeticdes do telomero (T) e 0 nimero de copias
de um gene de coépia Unica conhecida (S). A razdo entre T e S é diretamente
proporcional ao comprimento médio de teldmeros por célula (55). Em 2009, o préprio
Cawthon fez uma modificagdo ao protocolo que previamente estabeleceu, introduzindo
um oligbmero padréo para gerar valores absolutos (aTL - absolute telomere length) (6)
(56).

Outro método que se pode utilizar na medi¢cédo de telémeros é o método STELA
(Single Telomere Length Analysis), uma abordagem baseada em PCR que mede o
comprimento de telébmeros, utilizando primers especificos para as sequéncias
subteloméricas de cromossomas individualizados. No entanto esta técnica ndo permite

o reconhecimento de todos os telomeros criticamente curtos (36) (57) (58).

Outra técnica que nos permite medir o comprimento dos telomeros é a Quantitative
fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) através da avaliacdo de cromossomas
metafasicos ou nudcleos interfasicos apés hibridizacdo com uma sonda fluorescente. O
substrato para esta técnica ndo € DNA, mas sim células que podem ser frescas,
congeladas, ou ainda tecidos fixados em formol e embebidos em parafina. A principal

desvantagem da utilizacdo desta técnica € a necessidade de células mitoticamente
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ativas para medigc&o dos telémeros, impossibilitando dessa forma a detecdo em células

terminais senescentes (36) (59).

Por fim, a flow-FISH é uma técnica que consiste huma adaptacdo da Q-FISH,
combinando citometria de fluxo com a hibridizacdo de uma sonda pantelomérica, ou
seja, que se liga a todos os telomeros. Esta metodologia permite a quantificacdo média
de fluorescéncia presente nas células, valor que € utlizado para fornecer um
comprimento médio dos telémeros para a populacéo de células a avaliar. Este método
também fornece um meio para inferir a distribuicdo tridimensional dos sinais
teloméricos dentro das células. Aplica-se principalmente em amostras de sangue fresco
e fornece apenas um valor médio da intensidade de telémeros (36) (58) (59).

Os diversos métodos de medi¢cdo, cada um com as suas estratégias e abordagens

apresentam simultaneamente vantagens e limitagfes, que estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1- Métodos de medi¢éo do comprimento dos telomeros e suas respetivas vantagens e

desvantagens.
Método Vantagens Desvantagens Referéncia
- Requer uma elevada
- Técnica “Gold Standard”, quantidade de amostra de DNA
- N&o requer equipamento (>1p9);

TRF/ especializado; - Trabalho laboratorial intenso; (36)
Southern blot - Pode detetar uma Unica banda - Polimorfismos subteloméricos (54)
hybridization  de sinal; podem interferir nos dados;

- Numerosos estudos para - Produz uma medida média do
comparacao. comprimento telomérico, porém
néo deteta telémeros curtos.
- Requer uma reduzida
guantidade de amostra de DNA
(ng); - Produz uma medida média do (6)
- Técnica laboratorial simples e comprimento telomérico, porém (14)
gqPCR rapida; nao deteta telémeros curtos; (55)
- Medicéo da relagdo entre o n°® - Necessaria calibragdo exata. (56)
de cépias repetidas dos
teldbmeros e o0 n° de copias do
gene de copia Unica.
- Informacéo restrita a
- Permite detetar telomeros extremidades cromossémicas
curtos; bem caracterizadas: XpYp, 2p,
- Requer quantidades reduzidas 11qe 17p; (36)
STELA de DNA (pg); - N&o produz medidas médias do (57)
- N&o necessita de equipamento  comprimento dos telémeros; (58)
especializado. - Capacidade limitada em detetar
telémeros longos;
- Trabalho laboratorial intenso.
- Permite identificar telomeros
individuais curtos ou longos, - Requer equipamento técnico
extremidades sem sinal, especializado e dispendioso;
teldbmeros de ponta a ponta e - Requer células mitoticamente (36)
Q-FISH medidas médias do ativas para cromossomas (59)
comprimento telomérico; metafésicos;
- Permite a medicéo do - Analise de poucas amostras ao
comprimento telomérico em mesmo tempo.
tipos especificos de células.
- Permite determinar a medida - Trabalho laboratorial intenso;
média de populagbes celulares - Requer equipamento técnico (36)
Flow-FISH especificas; especializado e dispendioso; (58)
- Caracterizagdo de linhagens - Medic¢éo restrita para (59)

celulares;
- Potencialidade de automacéao.

suspensOes de células isoladas.
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1.6 Patologias relacionadas com o encurtamento dos telémeros

O AVC é um problema de saude global, sendo considerado uma das principais
causas de morte em adultos em todo o mundo (47) (60) (61). O AVC caracteriza-se pela
morte subita de células cerebrais devido a falta de oxigénio quando o fluxo sanguineo
para o cérebro é perdido devido ao blogueio de uma artéria (acidente vascular cerebral
isquémico), ou devido a rutura de um vaso sanguineo (acidente vascular hemorragico).
O tipo mais comum de acidente vascular cerebral € o isquémico, responsavel por 43,7%
a 79,9% da totalidade dos AVC'’s (62).

Em Portugal o AVC atinge cerca de trés pessoas por hora, resultando num total
aproximado de 26 000 portugueses afetados por ano. Os individuos que conseguem
sobreviver ficam frequentemente com incapacidades, necessitando de cuidados a longo

prazo. Além disso, correm um maior risco de recorréncia da doenca (63).

A patogénese do AVC esta na maioria das vezes relacionada com a formagéo e
rotura de placas aterosclerticas nos grandes vasos cerebrais. O processo
aterosclerético caracteriza-se pela deposi¢cdo de lipoproteinas e migracdo de células
inflamatorias, provocando uma reducgéo progressiva do calibre arterial. Com base em
estudos anteriores, foi proposto que o encurtamento dos telémeros no endotélio e,
consequentemente, a senescéncia das células endoteliais contribuam para o processo
aterosclerético nas artérias coronarias (49) (60) (64) (65). Um estudo recente efetuado
na populagéo chinesa revelou uma associag¢ao positiva entre teldmeros mais curtos e o
risco de AVC isquémico, independente dos fatores de risco vasculares convencionais,
como tabagismo, consumo de &lcool, hipertensdo e histdria clinica de diabetes (61).
Porém, nem todos os estudos estdo em conformidade com estes resultados, ja que
alguns ndo demonstram evidéncias de associacdo do comprimento relativo dos

teldmeros com o risco de incidéncia de AVC isquémico (66) (67).

Outra patologia que podemos associar ao comprimento dos telomeros e que motiva
uma investigacao constante é o cancro, uma vez que representa uma das doencgas mais
mortais no mundo. O Cancro da Préstata (CaP) é atualmente reconhecido como um dos
principais problemas de salude que afeta a populacdo masculina, admitindo-se que 1
em cada 7 homens desenvolverda CaP. A sua prevaléncia estd a aumentar
gradualmente, sendo que este ja € o segundo cancro mais frequente em homens nos

paises desenvolvidos. Segundo dados da International Agency for Research on Cancer
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(IARC) estima-se que 1,1 milhdo de homens em todo o mundo tenham sido
diagnosticados com CaP em 2012, o que corresponde a uma percentagem de 15% dos
cancros diagnosticados em homens, com quase 70% dos casos (759 000) a ocorrerem
em regides mais desenvolvidas. Com uma estimativa de 307 000 mortes em 2012, o
CaP é a quinta principal causa de morte por cancro em homens (6,6% do total de
mortes) (68).

Em Portugal, segundo dados de 2010 a 2015 da Dire¢do Geral de Saude (DGS) a
taxa de mortalidade e o numero de oObitos relacionados com o CaP tiveram uma
diminuicdo e ocorreram em idades mais avancadas (69). Isto deve-se sobretudo ao
aumento da utilizag&o do teste de doseamento do PSA (Prostate specific antigen) como
uma ferramenta de rastreio de rotina, permitindo a detegcdo desta patologia em fases
precoces. Contudo, este teste apresenta algumas limitacdes relacionadas com a sua
reduzida especificidade que pode conduzir a um sobrediagnostico e sobretratamento
(70). Sendo assim, o teste de PSA deve ser aliado a outros métodos de diagnostico e

monitorizacao.

O CaP é caracterizado por uma proeminente instabilidade cromossémica e por esse
motivo o encurtamento dos telémeros pode ser observado desde as lesées precursoras
benignas do epitélio prostatico até as neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto grau
(44). As evidéncias sugerem uma contribuicdo inflamatéria que aumenta a producao
local de ROS (Reactive Oxygen Species), 0 que acelera o encurtamento dos telémeros,

além das perdas causadas pela proliferacao celular (71).

Os teldmeros tém sido um biomarcador muito utilizado em estudos para tentar
perceber se a medicdo do seu comprimento pode ser um indicador de risco para o
desenvolvimento de cancro. O seu encurtamento apresenta uma dupla fungdo quando
relacionado com patologias oncolégicas. Por um lado, a perda progressiva de repeticées
teloméricas a cada ciclo de divisdo celular induz a senescéncia replicativa, limitando
assim o potencial proliferativo das células, tendo uma funcéo de supressor tumoral. Por
outro lado, quando os teldmeros chegam a um limite critico de encurtamento, gera-se
instabilidade genémica que potencia o inicio e a progressao tumoral, tendo uma funcéo

carcinogénica (72).

Os telémeros sdo, portanto, parte integrante da iniciacdo e progressao do CaP e,
desse modo, podem ser relevantes no diagndstico desta doenca, podendo a sua

medicdo ser aplicada como uma medida adicional das ferramentas de diagndstico ja
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existentes. Em casos de homens com o PSA sérico persistentemente elevado, mas com
resultados negativos nas biopsias, se os telémeros apresentarem um comprimento
anormalmente curto nas populacdes de células estromais ou epiteliais que estiverem
presentes na biopsia, isso pode sugerir que efetivamente existe alguma anomalia,

desencadeando uma repeticdo da bidpsia.

O comprimento dos telémeros é assim, influenciado ndo so6 por diferentes habitos
de vida, mas também por doencas como o cancro ou os AVC'’s. Estando os telémeros
estreitamente relacionados com diferencas na idade biolégica de diferentes individuos,
h& necessidade de esclarecer a utilidade da medi¢do do seu comprimento, de forma a
possibilitar a sua aplicagcdo como um biomarcador de envelhecimento potencialmente
utilizavel no contexto da Medicina Legal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo principal a caracterizacdo do comprimento dos
telomeros como potencial biomarcador de envelhecimento, de forma a permitir o

estabelecimento de uma idade bioldgica.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizagdo do comprimento dos telémeros de individuos saudaveis e sua
associacdo com a idade cronologica, género, habitos tabagicos e indice de massa

corporal com recurso a amostras de sangue periférico;

- Caracterizacdo do comprimento dos telémeros de individuos com diagndstico de
CaP e de AVC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populagdo em estudo

O estudo do comprimento dos telémeros como biomarcador de envelhecimento foi
realizado com base num estudo que envolveu 408 individuos. Todas as amostras
biol6gicas foram provenientes de individuos portugueses e foram utilizadas apds o seu

conhecimento e consentimento prévio, de acordo com a Declaragéo de Helsinquia.

Neste estudo foram incluidos 91 individuos saudaveis (Grupo Controlo) e sem
evidéncia de doenca neoplasica ou historia clinica de AVC’s, com uma média de idade
de 36 + 11,5 anos, recrutados a partir do banco de dadores de sangue do IPO do Porto,
sendo que 42,9% eram mulheres e 57,1% eram homens. Neste grupo de individuos
saudéaveis, 57,1% eram nao fumadores, 27,5% fumadores e 15,4% ex-fumadores.
Relativamente ao IMC (indice de Massa Corporal), 31,9% dos individuos apresentavam

um IMC saudavel, 52,7% sobrepeso, 13,2% obesidade grau | e 2,2% obesidade grau Il.

Simultaneamente, participaram também no presente estudo 193 homens com
diagndstico histopatolégico de CaP (Grupo CaP), com uma média de idade de 63,2 +
12,3 anos, recrutados no IPO do Porto. Neste grupo de estudo, 51% apresentavam o
estadio T1+T2, 29% estadio T3+T4 e 20% doenca metastatica (N+ e/ou M+).
Relativamente aos habitos tabagicos destes individuos, 53% eram n&o fumadores,
19,1% fumadores e 27,8% ex-fumadores. Neste grupo de individuos 38,2%

apresentavam um IMC saudavel, 50% sobrepeso e 11,8% obesidade grau |.

O dultimo grupo englobado no estudo era formado por 124 individuos com
diagndstico de AVC (Grupo AVC), com uma média de idade de 69,7 + 18,7 anos, sendo
que 44,4% eram mulheres e 55,6% eram homens, recrutados no Centro Hospitalar Sdo
Jodo. Neste grupo de estudo, 30,6% apresentavam um diagnostico de TACI (Total
Anterior Circulation Infarct) e os restantes 69,4% apresentavam outros subtipos clinicos
de AVC. Relativamente aos habitos tabagicos destes individuos, 50% eram nao
fumadores, 30,6% fumadores e 19,4% ex-fumadores. Neste grupo de estudo 35,8%

apresentavam um IMC saudavel e 64,2% Sobrepeso/Obesidade.

A todos os participantes foi recolhida uma amostra de sangue venoso periférico (8

mL) através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa.
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3.2 Extracdo de DNA Gendmico

Para a extracdo de DNA das amostras em estudo utilizou-se o kit de extracdo GRS
Genomic DNA Kit — Blood & Cultured Cells, de acordo com as recomendac¢fes do
fabricante GRISP Research Solutions.

Este método é rapido e eficiente, permitindo a purificacdo e/ou concentragédo de
DNA total de elevada qualidade (no caso, DNA gendmico) a partir de amostras de
sangue venoso total (200uL). O procedimento de extracdo baseia-se na utilizacédo de
colunas revestidas por silica, contendo uma resina com particulas de sais caotrépicos,
que promovem a desnaturacdo das proteinas e a extracdo de DNA. O DNA que é
purificado e eluido por este método é viavel para a realizacdo de PCR'’s e outras reacoes
enzimaticas.

O procedimento de extracdo consiste na passagem por varias fases: uma fase de
lise celular, em que se utilizam sais caotrépicos e enzimas (Proteinase K) para lisar as
células e desnaturar as proteinas, de forma a libertar os acidos nucleicos que estéo
localizados no ndcleo das células; uma fase de adsorgédo, em que ha a ligacdo seletiva
do DNA a membrana de silica; uma fase de lavagem, de modo a remover contaminantes
residuais, tais como proteinas, catides divalentes, nucleétidos nao incorporados e
enzimas, através de tampdes de lavagem, que incluem etanol, pois este promove a
remocao das impurezas ndo desejadas; e por fim, uma etapa de eluicdo, em que o DNA
gendmico purificado € libertado da membrana de silica, através de um tampéo de

eluicdo com reduzida concentracéo de sais.
O DNA obtido é posteriormente armazenado a -20°C até a sua utilizagéo.

Da totalidade dos casos estudados, selecionaram-se aleatoriamente 20% das

amostras de cada grupo de estudo para quantificar e avaliar a pureza do DNA obtido.

Esta medicéo foi feita no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific®).
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3.3 Quantificacao relativa do comprimento dos telémeros por gPCR

Para a determinacdo dos valores do comprimento dos teldmeros de todas as
amostras em estudo foi utilizado o método de gPCR estabelecido por Cawthon, por ser

um método rapido, preciso, eficiente, com bom rendimento e baixos custos (55).

O gPCR determina para cada amostra o numero de ciclos no qual a fluorescéncia
acumulada ultrapassa a sua baseline: o Ct (Cycle threshold). Para realizar estas
quantificagdes recorremos ao equipamento de gPCR StepOne™ Real-Time PCR

System (Applied Biosystems®). Através da utilizacdo do corante fluorescente Xpert Fast

SYBR (GRISP Research Solutions®), gue se liga a cada nova copia de DNA formado

ao longo dos ciclos de PCR, é possivel acompanhar o aumento da intensidade da sua

fluorescéncia, que sera proporcional a quantidade de produto de PCR final formado.

Os primers utilizados para o PCR de telomeros foram o tellb [5-
CGGTTT(GTTTGG)sGTT-3"], com a concentragdo final de 270 nM e o tel2b [5-
GGCTTG(CCTTAC)sCCT-3], com a concentracao final de 900 nM.

Os primers utilizados para o PCR de gene de cdpia Unica/ gene endégeno HBB
(Beta-Globina Humana) foram a HBB1 [5’- GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-
3] e a HBB2 [5- CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3’], ambos com a concentragao
final de 500nM.

As condi¢cbes de amplificacdo para o PCR de telomeros foram um ciclo de
desnaturacdo a 95°C durante 20 segundos, seguida de 22 ciclos de desnaturacdo a
95°C durante 3 segundos, annealing a 54°C durante 30 segundos e deshaturagcédo a
95°C durante 15 segundos. Por fim, um ciclo de extensédo a 60°C durante 1 minuto. A

temperatura da curva de melting foi de 82,75°C.

Para o gene de cdpia Unica as condi¢cbes de amplificagdo foram a desnaturacao a
95°C durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15
segundos e annealing a 58°C durante 1 minuto, passando por outra etapa de
desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos. Por fim, um ciclo de extensdo a 60°C

durante 1 minuto. A temperatura da curva de melting foi de 84,08°C.
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Para determinacdo da eficiéncia das reacdes, em todas as medicbes efetuadas
foram utilizados 3 standards com concentracdes decrescentes de 0,2; 0,04 e 0,008,

controlos negativos e todas as quantificacdes foram efetuadas em duplicado.

3.4 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através do software
IBM®sPss® statistics for Windows (Versdo 25.0). O método de Livak (222t & AACt =

ACty - ACty), o teste T de Student e o teste U de Mann-Whitney foram utilizados para
avaliar as diferencas estatisticas na expressdo normalizada do comprimento dos
teldmeros analisados. O odds ratio e o intervalo de confianga a 95% foram calculados
como medida de associagdo entre o comprimento dos teldmeros no grupo controlo e

nos grupos CaP e AVC.
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1 Qualidade da amostra de DNA e frequéncia de detecdo do fragmento de

interesse

Nas figuras 3 e 4 esta representado graficamente, a quantidade e pureza de DNA
das amostras em estudo e a percentagem de detecdo nos diferentes grupos de

individuos analisados, respetivamente.

Relativamente a pureza das amostras, verificou-se que os 3 grupos de individuos
apresentam médias de valores préoximos entre si (Grupo AVC 1,4; Grupo Controlo 1,5;
Grupo CaP 1,7). No entanto, 0 mesmo nao se verifica na quantificacdo de DNA, ja que
0 grupo CaP evidencia uma maior quantidade (38,8 ng/uL), comparativamente ao
observado no grupo AVC (11,6 ng/uL) e no grupo controlo (14,7 ng/uL) (Figura 3).

40
35
30
25
20
15

10

Grupo AVC Grupo Controlo Gmupo CaP
[ Ino/ul  A260/280

Figura 3 — Quantidade (ng/pL) e pureza de DNA das amostras em estudo nos diferentes grupos

de individuos.

No que diz respeito & detecao do fragmento de DNA da regido telomérica, no grupo
AVC esta foi de 100%. O mesmo se verificou no grupo controlo. No entanto, no grupo

CaP so6 foi possivel amplificar esta regido em 88,6% dos casos (Figura 4).

Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telémeros em Doencas
Associadas a ldade
57



Resultados

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Grpo AVC

100%

Gmpoe Contrdo

88,6%

Grupo CaP

Figura 4 - Percentagem de detecdo da regido de DNA de interesse nos diferentes grupos de

individuos em estudo.

4.2 Analise do comprimento dos teld6meros no Grupo Controlo

Para o estudo da associacdo entre a idade cronol6gica do grupo controlo e o

comprimento dos telémeros, foram definidos 3 grupos etarios: < 30 anos; 31-50 anos e

= 51 anos, estando representado na figura 5 o comprimento dos telémeros do grupo

controlo segundo os grupos etéarios definidos. De acordo com os resultados obtidos,

ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no comprimento dos

telédmeros (< 30 anos versus = 51 anos P = 0,078; < 30 anos versus 31-50 anos P =
0,111) (Figura 5).

Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telémeros em Doencas

Associadas a ldade
58



Resultados

14,00

12,00

10,00

Comprimento dos telomeros (-ACt)

8,00 | p——

6,00

<30 anos 31-50 anos =51 anos

Grupos etarios

Figura 5 - Comprimento dos telémeros no grupo controlo segundo os grupos etarios definidos
(média + desvio padrao).

Estratificando o grupo controlo pelo género, verificamos na nossa populacdo em
estudo que as mulheres apresentam um maior comprimento dos telémeros
comparativamente aos homens, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (2
AACt = 15.3; P < 0,001) (Figura 6).
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Feminino Masculino
Figura 6 - Comprimento dos telémeros no grupo controlo de acordo com a variavel género (média

* desvio padréo).
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Quando estratificamos a populagdo do grupo controlo de acordo com os habitos
tabagicos, verificamos que os individuos fumadores com idade inferior a 36 anos
apresentam um menor comprimento dos teldmeros quando comparados com 0s
individuos da mesma idade e ndo fumadores (222¢= 0,4; P = 0,008). Contrariamente,
ndo observamos diferencas estatisticamente significativas quando comparamos o
comprimento dos telomeros nos individuos com idade inferior a 36 anos ex-fumadores
versus ndo fumadores (P = 0,372) (Figura 7).

14,00

. I

10,00

8,00 é
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Comprimento dos telomeros (-ACt)

Mao fumadores e < 36 anos Fumadores e < 36 anos Ex-fumadores e <36 anos

Figura 7 - Comprimento dos teldmeros no grupo controlo segundo a variavel habitos tabagicos
em individuos com idade inferior a 36 anos (média + desvio padrao).
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Nos individuos com idades superiores ou iguais a 36 anos, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas quer quando comparados o comprimento dos
teldmeros dos fumadores versus ndo fumadores (P = 0,088), quer quando comparados

o comprimento destes nos nao fumadores versus ex-fumadores (P = 0,083) (Figura 8).
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Figura 8 - Comprimento dos telémeros no grupo controlo segundo a variavel habitos tabagicos
em individuos com idade superior ou igual a 36 anos (média + desvio padrao).

Relativamente ao IMC, verifica-se que 46,7% dos individuos com idade inferior a 36
anos apresentam um IMC saudavel, contrariamente ao verificado no grupo de
individuos com idade superior ou igual a 36 anos em que os IMC’s de Sobrepeso,
Obesidade Grau | e Il correspondem a 82,6% da populacdo e apenas 17,4%
apresentam um IMC saudavel.

4.3 Andlise do comprimento dos telémeros no Grupo CaP

A analise do comprimento dos telémeros nos homens do grupo controlo revela que
estes apresentam telémeros com comprimento superior comparativamente ao grupo
de CaP (242t =1,2; P = 0,002) (Figura 9).
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Figura 9 - Comparacao do comprimento dos teldmeros do grupo controlo versus grupo CaP
(média * desvio padrao).

A populacdo em estudo (grupo controlo e grupo CaP) foi estratificada em duas
categorias considerando o comprimento dos telomeros: comprimento longo e
comprimento curto. Esta divisao foi realizada considerando o valor da mediana do ACt,
sendo este de 7,6. Deste modo, verificamos que no grupo controlo, a frequéncia de
individuos que apresenta comprimentos longos é de 0,79 e comprimentos curtos é de
0,21. No que diz respeito ao grupo CaP a frequéncia de individuos com comprimentos
longos é de 0,41 e comprimentos curtos é de 0,59 (Tabela 2). Observamos que, 0s
individuos com teldbmeros mais curtos apresentam um risco aumentado para o
desenvolvimento de CaP, comparativamente aos individuos com telémeros mais
longos (OR=5,33; IC 95%: 2,56 -11,07; P <0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2- Distribuicdo das frequéncias de telémeros no grupo controlo e no grupo de CaP de
acordo com o seu comprimento e andlise de OR.

Grupo Controlo Grupo CaP

n (frequéncia) n (frequéncia) OR IC 95% P
Comprimento 41 (0,79) 70 (0,41) 1,00 Referéncia
longo
Comprimento 11 (0,21 100 (0,59
o 0.21) (0.59) 533  256-11,07  <0,001

OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo confianca a 95%; P: teste X?

Relativamente aos habitos tabagicos nédo verificamos diferengas estatisticamente
significativas no grupo CaP (fumadores versus ex-fumadores, P = 0,211; fumadores
versus ndo-fumadores, P = 0,430) (Figura 10).
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Figura 10 - Comparacéo do comprimento dos telomeros do grupo CaP segundo a variavel
hébitos tabagicos (média + desvio padrao).

Relativamente ao IMC, verifica-se que 38,2% do Grupo CaP apresenta um IMC
saudavel e 61,8% dos individuos apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau | e
II. Nos homens do grupo controlo 28,8% apresenta IMC saudavel e 71,2% apresenta
IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau |l e Il.

Marcadores Moleculares de Envelhecimento: O Comprimento dos Telémeros em Doencas
Associadas a ldade
63



Resultados

4.4 Andlise do comprimento dos tel6meros no Grupo AVC

Analisando o comprimento dos teldbmeros do grupo controlo versus grupo AVC,
observamos que as mulheres do grupo controlo apresentam maior comprimento dos
telomeros comparativamente as mulheres do grupo AVC, sendo este resultado
estatisticamente significativo (242t = 1,9; P < 0,001) (Figura 11).
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Figura 11 - Comparacgéo do comprimento dos telomeros do grupo controlo versus grupo AVC,

no género feminino (média + desvio padrao).

Contrariamente, observamos que os homens do grupo controlo apresentam menor
comprimento dos teldmeros comparativamente aos homens do grupo AVC, sendo este

resultado estatisticamente significativo (224t = 0,1; P < 0,001) (Figura 12).
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Figura 12 - Comparacgéo do comprimento dos telomeros do grupo controlo versus grupo AVC,

no género masculino (média + desvio padrao).

A populacdo em estudo (grupo controlo e grupo AVC) foi estratificada em duas
categorias considerando o comprimento dos telobmeros: comprimento longo e
comprimento curto. Esta diviséo foi realizada considerando o valor da mediana do ACt,
sendo este de 11,7 no género feminino e de 10,7 no género masculino. Na tabela 3
estao descritas as distribuicdes das frequéncias dos comprimentos dos telémeros entre

0 grupo controlo e o grupo AVC em ambos 0s géneros.

Verificamos que no grupo controlo, a frequéncia de mulheres que apresenta
comprimentos longos de telomeros € de 0,82 e comprimentos curtos é de 0,18. No que
diz respeito ao grupo de AVC a frequéncia de mulheres com comprimentos longos é
de 0,24 e comprimentos curtos é de 0,76. Por sua vez, a frequéncia de homens do
grupo controlo que apresentam comprimentos longos de teldmeros é de 0,08 e
comprimentos curtos € de 0,92. No grupo de AVC a frequéncia de homens com

comprimentos longos é de 0,35 e comprimentos curtos é de 0,65 (Tabela 3).

Observou-se que as mulheres que tém telomeros mais curtos apresentam um risco
aumentado para o desenvolvimento de AVC, comparativamente as que tém telomeros
mais longos (OR= 14,8; IC 95%: 5,29 - 41,26; P < 0,001). Contrariamente, homens com
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telbmeros mais curtos apresentam um risco reduzido relativamente aos que tém
teldbmeros mais longos (OR= 0,16; IC 95%: 0,05 - 0,49; P < 0,001) (Tabela 3).

Tabela 3- Distribuicdo das frequéncias de telémeros no grupo controlo e no grupo de AVC de
acordo com o seu comprimento e andlise de OR.

Grupo Grupo
Controlo AVC OR IC 95% P
n n
(frequéncia) (frequéncia)
Comprimento 32(0,82) 13 (0,24) 1,00 Referéncia
Mulheres longo
Comprimento 7 (0,18) 42 (0,76) 14,80 529-41,26 <0,001
curto
Comprimento 4 (0,08) 24 (0,35) 1,00 Referéncia
Homens longo
Comprimento 48 (0,92) 45 (0,65) 0,16 0,06-0,49 <0,001
curto

OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo confianca a 95%; P: teste X?

Relativamente aos habitos tabagicos nao verificamos diferencas estatisticamente
significativas nas mulheres do grupo AVC (fumadoras versus nao-fumadoras, P =
0,735) (Figura 13).
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Figura 13 - Comprimento dos teldmeros no grupo AVC segundo a variavel habitos tabagicos,

no género feminino (média + desvio padrao).
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Relativamente aos habitos tabagicos ndo verificamos diferencas estatisticamente
significativas nos homens do grupo AVC (fumadores versus nao-fumadores, P = 0,746;
fumadores versus ex-fumadores, P = 0,950) (Figura 14).
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Figura 14 - Comprimento dos telémeros no grupo AVC segundo a variavel habitos tabagicos,
no género masculino (média + desvio padrao).

Relativamente ao IMC, verifica-se que 35,8% do Grupo AVC apresenta um IMC
saudavel e 64,2% dos individuos apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau | e
[I. Nos individuos do grupo controlo 31,9% apresenta um IMC saudavel e 68,1%
apresenta IMC’s de Sobrepeso, Obesidade Grau | e Il
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5. DISCUSSAO

O envelhecimento da populacdo humana € um processo complexo que ocorre
gradualmente, diferindo de individuo para individuo. O indicador mais comum na
avaliacdo do processo de envelhecimento é a idade cronoldgica, na qual por cada ano
de vida dos individuos, se acrescenta um ano a sua idade. O estabelecimento da idade
dos individuos é fundamental na area da Medicina Legal e Ciéncias Forenses, uma vez
que contribui para o processo de identificacdo dos individuos. As técnicas
convencionais de estimativa de idade que se realizam mais frequentemente dependem
da andlise das caracteristicas morfolégicas dos dentes ou de caracteristicas
esqueléticas de individuos vivos ou mortos e apresentam uma elevada taxa de erro
associado (17). Porém, esta informacdo pode ndo ser suficiente nas varias areas da
Medicina Legal. Sendo assim, a determinacdo da idade biologica pode ser um
complemento Gtil & idade cronolégica, ja que individuos com a mesma idade podem
apresentar diferentes niveis de disfuncdes e vulnerabilidades a medida que véo

envelhecendo e por isso, apresentar idades bioldgicas diferentes (11) (25).

O envelhecimento biolégico € um processo complexo, no qual intervém varios
mecanismos e moléculas. Uma das principais estruturas biolégicas envolvidas neste
processo sao os telomeros. Ao seu encurtamento continuo durante a divisao celular é
atribuida grande responsabilidade no processo de envelhecimento biolégico. Assim, o
comprimento dos telomeros esta estreitamente ligado com mecanismos fisiolégicos,
genéticos e externos, dos quais sao exemplo, o stress oxidativo, processos
inflamatorios, senescéncia celular, o género, o stress e o fumo do tabaco, bem como
determinadas doencas crénicas, de que sdo exemplo o cancro e as doencas
cardiovasculares, duas das doencas responsaveis pelos maiores indices de
mortalidade mundiais (7) (24) (32) (47) (68).

Deste modo, a caracterizagdo do comprimento dos telomeros em diversas
populacdes, saudaveis ou com determinadas patologias, de diversas idades é
extremamente Util para poder avaliar o seu papel como possivel biomarcador de idade

biologica.
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Assim, no presente estudo analisou-se o comprimento dos telémeros de individuos
saudaveis, individuos diagnosticados com CaP ou com AVC, de forma a complementar
a informacdo ja existente da associacdo do tamanho dos telbmeros com a idade

biolégica.

Neste estudo o comprimento dos teldmeros foi determinado pelo método de gPCR
a partir de amostras de sangue periférico. Apesar da pureza e da quantidade de DNA
das amostras ser relativamente baixa verificAmos que a percentagem de detecdo
média foi de aproximadamente 100%. Estes resultados apontam para uma elevada
sensibilidade do método de gPCR na determinag&o do tamanho dos telomeros, apesar
da dificuldade esperada ja que estes se localizam nas regides terminais dos
cromossomas. Assim, este € um método que apresenta bons resultados mesmo em
amostras antigas e com baixa qualidade de DNA, o que pode ser favoravel para
aplicagcdo nas ciéncias forenses, uma vez que as amostras em locais de crime se
encontram por vezes bastante degradadas, podendo também apresentar inibidores das
reacOes de PCR. Para além disso, o facto de ser necesséria pouca quantidade de DNA
€ vantajoso pois a recolha de evidéncias em locais de crime restringe-se na maioria
das vezes a pequenas amostras de fluidos biolégicos e com este método ndo seria

necessario recolher uma nova amostra.

A associacao entre a idade cronolégica do grupo controlo e o comprimento dos seus
teldbmeros ndo revelou diferengas estatisticamente significativas, o que nos leva a
pressupor que o comprimento dos teldomeros ndo é um bom preditor da idade
cronoldgica dos individuos. Estes resultados estéo de acordo com o descrito num artigo
de revisao de Blackburn e colaboradores, que refere que a idade cronolbgica é
responsavel por menos de 10% da varia¢cdo do comprimento dos telémeros humanos
(28) e com as conclusdes do estudo de Hewakapuge e colaboradores, que atribui as
variacbes do comprimento dos telémeros a presenca de elevadas diferencas
interindividuais na populacgéo, tais como diferencas de comprimento dos telomeros ao
nascimento, diferencas de perdas teloméricas entre homens e mulheres, perdas nédo
lineares nos diferentes estadios da vida, fatores genéticos e estilo de vida dos
individuos (73). Portanto, a medi¢cdo do comprimento dos telémeros, por si s6, ndo é

suficiente para prever a idade cronolégica de um individuo.
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No que concerne ao género, neste estudo, os individuos do género feminino
apresentavam um comprimento de telémeros significativamente superior ao dos
individuos do género masculino. Esta observagédo € corroborada pelos estudos de
Dalgard, Lapham, Hewakapuge e colaboradores que também relataram estas
diferencas. De facto, estes estudos referem que o maior comprimento dos telémeros
no género feminino pode ser explicado pela estimulacdo do promotor da subunidade
catalitica da enzima telomerase hTERT pelo estrogénio, que dessa forma atenua a taxa
de encurtamento dos teldmeros. As mulheres tém um nivel mais elevado de estrogénio
em comparacdo com os homens e portanto, a regulacdo da enzima telomerase é
diferente entre os dois sexos (73) (74) (75).

Relativamente aos fatores de estilo de vida que influenciam o comprimento dos
teldmeros, um dos que apresenta maior relevancia é o consumo tabagico, pois a
exposi¢ao as substancias quimicas nocivas dos cigarros pode induzir stress oxidativo
e inflamacao que, por sua vez causa danos irreparaveis no DNA telomérico (76). No
presente estudo, individuos fumadores com idade inferior a 36 anos apresentavam um
comprimento telomérico significativamente menor quando comparados com 0s
individuos da mesma idade e ndo fumadores. Porém, ndo observamos diferencas
estatisticamente significativas quando comparados os comprimentos dos telomeros
nos individuos ex-fumadores com os nao fumadores, nem entre fumadores, nao
fumadores e ex-fumadores com mais de 36 anos. Resultados provenientes de uma
meta-analise que avaliou as evidéncias que associam o tabagismo ao comprimento
telomérico concluiram que o comprimento dos teldbmeros € mais curto entre 0s
individuos fumadores, em comparag¢do com aqueles que nédo sdo fumadores (46). Um
estudo realizado por Valdes e colaboradores indica que o DNA telomérico é perdido a
uma taxa média de 25,7 a 27,7 pares de bases por ano e com o consumo diario de um
maco de cigarros, h4 uma perda adicional de 5 pares de bases. Portanto, o desgaste
nos telémeros causado pelo consumo de um maco de cigarros por dia durante um
periodo de 40 anos pode ser equivalente a 7,4 anos de vida perdidos (77). E de realcar
que existem diferengas consideraveis entre os IMC'’s dos individuos em estudo com
mais de 36 anos e com menos de 36 anos, sendo que a populacdo mais velha
apresenta, quase na totalidade IMC acima do saudavel. O sobrepeso e obesidade

neste grupo podera explicar o porqué de, no nosso estudo, as diferencas no
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comprimento dos telémeros de fumadores, ex-fumadores e ndo-fumadores ndo serem

significativas, ja que este comprimento pode estar a ser influenciado pelo IMC.

De facto, a relagdo entre a obesidade e o encurtamento dos teldmeros tem sido
estudada ao longo dos anos. Shammas, Mundstock e colaboradores destacam o
aumento do stress oxidativo, de espécies reativas de oxigénio, dos processos
inflamatérios relacionados com a obesidade e a desregulacdo na producdo de
adipocitocinas como principais fatores que podem explicar a associacdo entre a
obesidade e o encurtamento dos telémeros (78) (79). Para além disso, a hip6tese que
podemos colocar é que nos individuos jovens os efeitos do tabaco tém consequéncias
nefastas diretas que podem ser observadas pela diminuicdo do comprimento dos
teldbmeros. No entanto, em individuos mais velhos as células j& se encontram
comprometidas devido a acdo de fatores de risco a que foram sujeitas com o passar
dos anos. Assim sendo, os telomeros mantém um comprimento curto ou longo
consoante os efeitos de risco a que foram sujeitos nesse periodo de tempo. Ha
efetivamente estudos que apoiam esta hip6tese sugerindo que a influéncia na dinamica
de encurtamento dos telémeros é superior em idades mais jovens. Consequentemente,
a maioria dos individuos que chega a idade adulta com telémeros curtos ou longos,

mantém essa tendéncia ao longo da vida (80) (81).

Quando fomos observar o comprimento dos telémeros dos individuos do género
masculino diagnosticados com CaP, verificamos que estes apresentavam um
comprimento inferior comparativamente aos individuos do grupo controlo, o que vai ao
encontro dos resultados dos estudos de Hou, Shay, Wentzensen, Graham e
colaboradores (45) (71) (82) (83). Cumulativamente, os individuos com telémeros mais
curtos apresentavam um risco superior para o0 desenvolvimento de CaP
comparativamente aos individuos que tém teldmeros mais longos. Esta observacéo foi
também verificada nos estudos de Heaphy, Hou e colaboradores, que concluiram que
homens com menores comprimentos de telomeros estavam positivamente associados
a um maior risco de desenvolver CaP e destes apresentarem um pior prognostico (82)
(84).

O encurtamento dos telémeros € um dos processos moleculares que podem gerar
instabilidade gendmica e dar inicio & tumorigénese da prostata (82). Também a

inflamacao é um componente importante na iniciagcdo e progresséo dos varios tipos de
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cancro, incluindo no CaP. A associagdo entre o encurtamento dos teldmeros e o CaP
pode ser explicada, em parte, pela sensibilidade dos teldmeros a danos causados por
stress oxidativo cumulativo e inflamacéo crénica do tecido prostatico, que pode ser
desencadeada por exemplo por agentes infeciosos, fatores dietéticos e irritagéo fisica

e quimica do refluxo urinario (71).

Relativamente ao grupo AVC, observaram-se comprimentos inferiores dos
teldomeros nas mulheres com diagnéstico de AVC relativamente as mulheres saudaveis.
Consequentemente as mulheres com telémeros mais curtos apresentavam um risco
significativamente superior de desenvolverem AVC. Um estudo recente de Luo
efetuado na populacdo chinesa e um estudo de Fyhrquist e colaboradores elaborado
na populacao finlandesa corroboram estas observa¢ées mostrando que o comprimento
curto dos telémeros esta associado a um risco elevado de AVC isquémico em mulheres
integradas em grupos de alto risco (51) (62). Os fatores de risco mais relevantes para
o desenvolvimento de AVC’s nas mulheres sdo o aumento da idade e a diminuigédo
hormonal de estrogénio, existindo por isso uma maior incidéncia de AVC’s em mulheres
pds-menopausicas, comparativamente a mulheres pré-menopdausicas. Sendo assim,
um inicio precoce da menopausa e a consequente reducao de exposi¢cao ao estrogénio
estdo associados a um menor comprimento dos telémeros nas mulheres poés-
menopausicas (74) (85) (86). Nas mulheres pré-menopéusicas a presenca do
estrogénio tem um efeito estimulador na enzima telomerase e ha evidéncias de que
esta hormona apresenta propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatoérias, revelando
um potencial preventivo no desenvolvimento de AVC (87). Considerando que as
mulheres do nosso grupo controlo apresentam uma média de idades de
aproximadamente 40 anos e as do grupo de AVC aproximadamente 70 anos, as Ultimas
terdo niveis consideravelmente mais baixos de estrogénio, o que levara a um menor

estimulo da telomerase e por isso a telémeros mais curtos.

Contrariamente, nos individuos do género masculino verificou-se uma inversao dos
resultados quando comparamos os individuos saudaveis com os individuos
diagnosticados com AVC. Também nos estudos de Epel e de Luo e colaboradores se
verificaram aumentos no comprimento dos telémeros de individuos do género
masculino em patologias cardiovasculares comparativamente aos grupos controlo

constituidos por individuos saudaveis (62) (88). Ha evidéncias de que genes no
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cromossoma Y estejam parcialmente envolvidos no aumento da pressdo arterial
observada nos homens, fator de risco para o desenvolvimento de AVC (86). Além disso,
nos individuos do sexo masculino, a telomerase € induzida pela presenca da
testosterona, o androgénio masculino. Deste modo, niveis aumentados de testosterona
estdo associados a um aumento do comprimento dos telomeros (50). No entanto, a
testosterona é responsavel por induzir calcificagdo vascular. Este processo patoldgico
envolve a deposicao de cristais de hidroxiapatite em tecidos cardiovasculares, o que
pode conduzir ao desenvolvimento de aterosclerose e consequentemente ao aumento
do risco de AVC (89). Elevados niveis de testosterona e, por consequéncia,
comprimentos de telébmeros mais longos podem afetar a estabilidade da placa
aterosclerdtica, a formacdo de coagulos, processos inflamatérios ou outros
mecanismos ndo relacionados com a idade que podem tornar alguns homens
suscetiveis a eventos precoces de AVC (90). De acordo com os resultados observados
no grupo de individuos com AVC salienta-se a influéncia de varidveis como o género e
niveis hormonais no comprimento dos telomeros mesmo na presenga de uma patologia
de base, tornando-se necessaria a contextualizacdo da populacdo em geral para a

utilizacdo deste biomarcador.

Os resultados do presente estudo demonstram a importancia do estudo dos
telomeros como biomarcadores de envelhecimento, que permitem identificar individuos
cuja idade biolégica diverge da idade cronolégica estabelecida pelo passar dos anos
devido a variagbes de género, de habitos tabagicos, do seu estilo de vida e/ou de

patologias prévias.
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6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

No contexto da Medicina Legal, estabelecer a idade de pessoas desconhecidas, ou
de pessoas com idade desconhecida, pode fornecer pistas importantes em
investigacdes criminais, na identificacdo de vitimas de desastres, em casos de fraude
ou noutros assuntos juridicos. Para além das limitagdes ja conhecidas dos métodos
convencionais de determinacdo de idade baseados em caracteristicas morfolégicas
dos individuos, existem inlUmeras situacfes em que é necessaria a identificacdo da

idade biologica de um individuo em detrimento da idade cronolégica.

Um dos biomarcadores mais importantes no estudo das varia¢gdes moleculares que
ocorrem a medida que o individuo vai envelhecendo, e por isso um potencial
biomarcador de idade biol6gica, € o comprimento dos telémeros, pois estas estruturas
encontram-se na extremidade de todos 0s cromossomas e encurtam a medida que 0s

individuos envelhecem.

Neste estudo foi determinado o comprimento dos telobmeros de individuos

saudaveis, com diagnéstico de CaP ou de AVC.

Os resultados do presente estudo mostraram que o método de gPCR para a
determinagdo do comprimento telomeérico apresenta inUmeras vantagens, pois requer
pouca quantidade e qualidade de amostra de DNA inicial e a técnica laboratorial é
simples e rapida, comparativamente aos outros métodos disponiveis, reduzindo assim
a possibilidade de contaminacfes e erros. Deste modo, este método poderia ser
utilizado em amostras em contexto forense, mesmo que estas apresentem algum
estado de degradacéo.

A presenca de variagfes interindividuais, como o género, os habitos tabagicos ou
o indice de massa corporal influenciam o comprimento dos telémeros e impedem a
previsdo de uma idade cronolégica com precisdo, pelo que o estudo do comprimento
telomérico ndo se apresenta como uma alternativa aos métodos tradicionais do
estabelecimento da idade cronoldgica dos individuos utilizados na medicina legal, mas
permite a melhor caracterizagdo de uma idade bioldégica, mesmo em auséncia de

patologias.
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A variagdo do comprimento dos telémeros em individuos com patologias como CaP
ou AVC em relagdo aos individuos saudaveis, reforcam esta caracterizagdo como
biomarcador de idade biol6gica. Para além disso, em ambas as patologias o
comprimento dos telémeros podera ser util para identificar individuos em risco de

desenvolver CaP ou AVC.

Dada a sua potencialidade como marcador de idade bioldgica, o0 comprimento dos
telomeros tem bastantes aplicacdes em Medicina Legal. Uma delas é, por exemplo, a
avaliacdo do impacto de fatores externos na vida dos individuos. Estudos demonstram
gue o encurtamento dos teldmeros pode ser acelerado pela exposicédo a fatores de
stress agudo ou crénico no ambiente social dos individuos, como por exemplo pelo
facto de serem vitimas de maus tratos na infancia, assim como sofrerem de bullying,
discriminacao racial ou violéncia doméstica. Existe também uma forte associacédo entre
a persisténcia de disturbios psiquiatricos, como depressdes prolongadas, distlrbios de
ansiedade generalizados ou disturbios de stress pés-traumatico, que conduzem a um

envelhecimento precoce e a uma prematura mortalidade (91) (92) (93).

O estudo dos telomeros poderia também ser aplicado em casos de avaliacdo do
estado de salde dos individuos para atribuicdo de apdlices de seguros de vida, em
casos de avaliagdo do grau de invalidez em juntas médicas para atribuicbes de
reformas precoces e ainda possibilitar o estabelecimento causal entre o efeito de um

fator de risco e o desenvolvimento de doencas profissionais.

Uma outra aplicagdo vantajosa com o estabelecimento da idade biolégica dos
individuos é a distincdo entre gémeos homozigéticos. Estes individuos apesar de
possuirem 0 mesmo material genético, apresentam diferentes suscetibilidades
relacionadas com fatores do seu estilo de vida, que lhes irdo conferir diferencas na sua

idade biologica.

Este estudo apresenta ainda algumas limitacdes. A auséncia de diferencas
significativas no comprimento dos telémeros em individuos saudaveis fumadores, ex-
fumadores e ndo fumadores, quando estes apresentam idade superior ou igual a 36
anos parece dever-se ao IMC ndo saudavel predominante nestes grupos. No entanto,
para comprovar essa hipétese, seria necessario estratificar os trés grupos de acordo
com os seus IMC’s. Neste estudo isso nado foi possivel ja que os grupos nao

apresentavam tamanho suficiente para realizar a andlise estatistica apropriada. Assim,
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no futuro, era importante alargar a amostra de individuos saudaveis e realizar a
estratificagdo dos grupos, para comprovar a influéncia do IMC e dos hébitos tabagicos
no comprimento dos teldmeros. Adicionalmente, seria importante o alargamento do

namero de individuos de todos os grupos para consolidar os resultados obtidos.

Para além disso, nos AVC’s as diferencas observadas nos comprimentos de
telomeros em mulheres e homens diagnosticados com AVC em relacao aos individuos
controlo parecem ser resultantes dos efeitos das hormonas sexuais mais
predominantes em cada género. Em estudos futuros seria hecessario um estudo mais
pormenorizado dos niveis de estrogénio e testosterona, de modo a esclarecer qual o
efeito destas hormonas na variagdo do comprimento dos telomeros nas diversas faixas

etarias.

Por fim, seria interessante no contexto da medicina legal futuramente a aplicagdo
do estudo do comprimento dos telémeros em vitimas de maus tratos, de bullying, de
discriminacao racial ou de violéncia doméstica, de modo a avaliar o envelhecimento
biolégico a que estes individuos estéo sujeitos devido as adversidades que sofrem no

seu dia-a-dia.
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