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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "SISTEMA
NUTRICIONAL E METODOS PARA AUMENTAR A LONGEVIDADE".

E reivindicado o beneficio do Pedido Provisério U.S. 60/764.056,
depositado em 1° de fevereiro de 2006, o conteudo total do mesmo sendo
incorporado aqui como referéncia.

CAMPO DA INVENCAO
A presente invencgéao refere-se a0 campo do suporte nutricional

de saude e longevidade em animais. Especificamente, a invengdo prové
formulagdes de dieta e métodos para imitar os efeitos fisiolégicos, bioquimi-
cos e de expressao génica de restricdo de calorias sem alterar a ingestao da
dieta.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Varias publicagbes, incluindo patentes, pedidos publicados e

artigos escolares séo citados através do relatério descritivo. Cada uma des-
sas publicagdes € incorporada aqui como referéncia, em sua totalidade.

A restricdo de ingestdo de calorias bem abaixo dos niveis ad
libitum foi mostrado como aumentando o intervalo de vida, reduzindo ou re-
tardando o inicio de muitas da condi¢Ges relacionadas a idade, aperfeicoan-
do a resisténcia ao estresse e desacelerando o declinio funcional em varias
espécies animais, incluindo os mamiferos, tais como roedores e primatas,
(vide, por exemplo, D.K. Ingram e outros (2004) Ann. N.Y. Acad. Sci. 1019:
412-423). Na realidade, os experimentos clinicos foram iniciados para avaliar
o efeito de promogéo de longevidade da restrigdo de calorias (CR) nos seres
humanos. Porém nos seres humanos e animais assemelhados, parece im-
provavel que CR seja uma estratégia viavel para aumento da longevidade na
maioria dos individuos, devido ao grau e extensdo da restricdo necessaria.
Por essa razdo, a pesquisa teve foco na identificagdo das substancias, por
exemplo, agentes farmacéuticos, substéncias nutricionais e similares, capa-
zes de mimetizar o efeito da CR, sem alteragdo substancial na ingestdo da
dieta. ', |

Os esforgos foram dirigidos para a identificagcdo dos agentes que

mimetizam um ou mais dos efeitos fisiolégicos e bioquimicos da CR (vide,
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por exemplo, Ingram e outros, 2004, supra), ou que podem mimetizar o perfil
da expressao génica associado a CR em determinados tecidos e 6rgaos (por
exemplo, Spindler, Patente U.S. 6.406.853; Publicacdo de Patente U.S. nu-
mero 2003/0124540). Em conexao com o ultimo, os métodos propostos para
analisar os genes associados a CR e para classificar os miméticos da CR- |
com base no perfil da expressao génica foram descritos (Spindler e outros,
Publicacdes de Patente U.S.. numeros 2004/0180003, 2004/0191775 e
2005/0013776). ‘

Por exemplo, foi observado qué a CR possui um ou mais dos
seguintes efeitos em varios estudos: (1) redugdo no estresse oxidativo e le-
séo oxidativa (por exemplo, Weindruch, Scientific American Janeiro de 1996,
46-52); (2) reducgao na lesao por glicagao (Novelli e outros (1998), J. Geron-
tol. A. Biol. Sci. Med. Sci. 53: B94-101); (3) diminuigdo no peso corpdreo e
teor de gordura do corpo (Bertrand e outros (1980), J. Gerontol. 35:827-835);

(4) aumento da sensibilidade a insulina e redugao nos niveis de glicose e

insulina no sangue (Lane e outros (1995), Am. J. Physiol. 268: E941-E948;

Kemnitz e outros (1994), Am. J. Physiol. 266:E540-'E547); e (5) red‘ug:éo na
inflamagéo crénica (Chung e outros (2002), Microsc. Res. Tech. 59:264-272. |
Com relagao a isso, foi reportado que a administragdo de acidos graxos li-
vres de cadeia longa, tais como, acido palmitico e acido oléico e seus deri-
vados de CoA, pode mimetizar o efeito da CR em um ou mais parametros
bioquimicos (Chacon, Publicagdo de Patente U.S. nimero 2002/0173450).
Carnosina (beta-alanil-L-histidina) é reportada como estando presente nos
tecidos de vida longa e dita como retardando o envelhecimento através de
as fungdo como um antioxidante, limpador de radical livre e agente antiglica-
¢ao (Hipkiss (1998), Int. J. Cell Biol. 30: 863-868; Hipkiss & Brownson
(2000), Cell Mol. Life Sci. 57: 747-753). '
Pitha e outros, (Publicégéo de Patente U.S. numero
2002/0035071) reportou que um resultado biolégico benéfico associado a
CR seria obtido por administragdo de um agente que bloqueie 0 metabolis-
mo da glicose, tal como, 2-deséxi-D-glicose, 5-ti6-D-in‘cose, manoheptulose,

»3-O-metilglicose, 1-5-anidro-D-glucitol ou 2,5-anidro-D-manitol.
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Malnoe e outros (WO 02/071874; Publicagdo de Patente U.S.
numero 2005/0100617) descreveu uma composi¢do alimenticia para admi-
nistracdo aos mamiferos que era capaz de imitar os efeitos da CR na ex-
pressao génica. A composi¢do continha um antioxidante e uma substancia
que simula o metabolismo da energia, tal como uma carnitina ou um deriva-
do de carnitina.

Young e outros (WO 01/17366) descreveu um método para au-
mentar a longevidade dos animais de estimacgao velhos_por administragao de
uma composi¢do nutricional contendo uma fonte de célcio, um antioxidante
e, opcionalmente, um microorganismo prebiético ou probiético, uma fonte de
zinco e glutamina. | ,

Cupp e outros, (Publicagéo de Patente U.S. 2005/0123643) tam-
bém descreveram um método para aperfeicoar a longevidade dos animais
de estimacgao velhos por administragdo de uma composi¢ao nutricional con-
tendo uma combinagéo de 6leos, um antioxidante, uma fonte de acido lino-
léico e, opcionalmente, um prebidtico, tal como, inulina ou frutooligossacari-
deos. .

A despeito da disponibilidade dos métodos e agentes descritos
acima, permanece a necessidade de métodos e composi¢cdes que possam
mimetizar os efeitos da CR, sem requerer que os individuos modifiquem
substancialmente sua ingestao calérica. -

SUMARIO DA INVENCAOQ

Um aspecto da invengdo caracteriza uma formulagdo de dieta

compreendendo pelo menos trés ingredientes, cada um dos quais se encon-
trando de uma categoria dentre cinco a seis diferentes de ingredientes que
aperfeicoam a longevidade por mimetizarem pelo menos um efeito de pro-
mog¢ao de longevidade de restrigdo caldrica, onde as categorias sdo: (a) an-
tioxidantes; (b) agentes antiglicagao; (c) redutores de peso corpéreo ou gor-
dura corpérea; (d) promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou
glicose baixas no sangue; e (e) agentes antiinflamatérios.

Em determinadas concretiza¢des, os antioxidantes sdo substan-

cias soluveis em &gua, que podem incluir por exemplo, um ou mais dentre
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Vitamina C, polifendis, proantocianidinas, antocianinas, bioflavonéides, uma
fonte de selénio (por exemplo, um ou mais dentre selenita de sédio, selenato -
de so6dio ou L-selenometionina), acido alfa-lipdico, glutationa, catequina, epi-
catequina, epigalocatequina, galato de epicalocatequina, galato de epicate-
quina ou cisteina. Em outras concretizagdes, os antioxidantes sdo substan--
cias soluveis em agua, que podem incluir por exemplo, um ou mais dentre
Vitamina E, gama-tocoferol, alfa-cardteno, beta-caroteno, luteina, zeaxanti-
na, retinal, astaxantina, criptoxantina, carotendide mistos naturais, licopeno
ou resveratrol. Em outra concretizagao, a fofmulagéo contém ambos antioxi-
dante soluvel em gordura e soluvel em agua; por exemplo, Vitamina E, Vita-
mina C, carotendides naturais, uma fonte de selénio, e licopeno.

Os agentes antiglicagdo podem incluir um ou mais dentre carno-
sina ou aminoguanidina. Os redutores de peso corpéreo ou gordura corpé-
rea podem incluir um ou mais dentre &cido linoléico conjugado, L-carnitina,

acetil-L-carnitina, piruvato, acidos graxos poliinsaturados, acidos graxos de

cadeia média, triglicerideos de cadeia média, ou isoflavonas de soja e seus

metabdlitos. Os promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou
glicose baixas no sangue podem incluir um ou mais dentre uma fonte de |
cromo, cinamdno, extrato de cinamono, polifendis de cinamono e hamamé-
lia, extrato do grdo de café, acido clorogénico, acido caféico, uma fonte de
zinco, ou extrato de semente de uva.

_ Os agentes antiinflamatérios podem incluir um ou mais dentre
uma fonte de acidos graxos dmega-3 ou uma fonte de curcumina. Em uma
concretizagao detalhada, a fonte de acido graxo de O6mega 3 pode ser pelo
menos um dentre acido a-linolénico, acido eicossapentendico, acido docos-
sapentendico, acido docossahexandico, semente de linho, 6leo de linho, no-
zes, Oleo de canola, germe de trigo, ou 6leo de peixe. Em outra concretiza-
¢cao detalhada, a fonte de curcuminé é (1,7-bis-(4-hidréxi-3-metoxifeniI)-
hepta-1,6-dieno-3,5-diona; 1-(4-hidroxifenil)-7-(4-hidréxi-3-metoxifenil)-hepta-
1,6-dieno-3,5-diona; 1,7-bis-(4-hidroxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona), des-
metoxicurcumina, ou bisdesmetoxicurcumina. o |

Em determinadas concretizagbes, a formulagdo compreende
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pelo menos um inibidor de lesao por glicagao, 'pelo menos um redutor de
peso corporeo e gordura; e pelo menos um promotor de alta sensibilidade a
insulina e baixo teor de insulina e glicose no sangue. Tais formulagdes po-
dem compreender adicionalmente pelo menos um antioxidante. Elas tam-
bém podem compreender, adicionalmente, pelo }nenos um agente antiinfla-
matério.

Em outras concretizagfes, a férmula compreende pelo menos
um antioxidante e pelo menos um agente antiinflamatério.

Outro aspecto da invengdo caracteriza uma composi¢do, que é
um produto para alimentar animais de estimag¢do, um suplemento de dieta,
ou um produto para alimento humano, compreendendo as formulagdes cita-
das acima. Em determinadas concretizagées, o produto para alimento animal
ou suplemento de dieta é formulado para consumo por um animal de esti-
magao, especificamente um cao ou gato.

Outro aspecto da invengao caracteriza um método para aumen-
tar a longevidade em um animal, incluindo os seres humanos, compreen-
dendo administragdo ao animal de uma composigcdo compreendendo uma
formulagdo de dieta conforme citado acima, em uma quantidade eficaz para
aumentar a longevidade do animal. Em determinadas concretizagcdes, o ani-
mal é um animal de estimagéo, especificamente um cdo ou gato. Em deter-
minadas concretiza¢gdes, a composi¢cdo € administrada como parte de um
regime de dieta, por exemplo, uma vez ou mais por dia, uma vez ou mais por
semana, ou uma vez‘ou mais por més. Administracdo pode ser por qualquer
periodo de tempo tido como eficaz, por exemplo uma semana, um més, trés
meses ou um ano ou mais, se estendendo pela duragéo da vida do animal.

Outro aspecto da invengao caracteriza o uso de uma formulagao
de dieta conforme citada acima, na fabricagdo de uma formulagdo para au-
mentar a longevidade de um animal. Em determinadas concretizagbes, o
animal é um animal de estimagéao, especificamente um cao ou gato.

Outros aSpectos e vantagens da inveng¢ao serdao entendidos com
referéncia aos desenhos, descri¢do detalhada e exemplos que se seguem.
BREVE DESCRICAQO DOS DESENHOS
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A figura 1 mostra 0 pesos dos animais submetidos a dietas ou
CR. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por
grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE)
ou de teste (201 LA = coquetel |, 201 LB = coquetéis | + I, 201 LC = coque-
téis | + 11l, e 201 LD = coquetel I+11+11l) ou dieta de restrigao caldrica (CR) de-
18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de alimentagdo, camundongos man-
tidos nas duas dietas de teste contendo coquetel |l (201 LB e 201 LD) redu-
ziram seus pesos corpdreos a um nivel comparavel a aqueles dos camun-
dongos mantidos na dieta com CR, sem redugéo na ingestdo de alimentos.

A figura 2 mostra alteragées no peso corpéreo (BW), peso da
carcaga desnudada (SCW) ou peso total da almofada de gordura nos ani-
mais submetidos a dietas ou restricdo calérica. Camundongos machos de
meia idade (C57B/L6, 15 camundongos por grupo) foram alimentados com
dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA = coquetel I,
201 LB = coquetéis | + Il, 201 LC = coquetéis | + Ili, e 201 LD = coquetel
I+11+111) ou dieta de restricdo caldrica (CR) de 18 g/semana (901 LF). Apéds
11 meses de alimentagdao, camundongos mantidos nas duas dietas de teste
contendo coquetel Il (201 LB e 201 LD) apresentavam peso corpéreo e pe- |
sos de carcaga desnudada comparaveis a aqueles dos camundongos com
CR (painel superior), embora os peso total das almofadas de gordura dos
camundongos mantidos nas duas dietas de teste contendo coquetel 11 (201
LB e 201 LD) fossem 50% menores que aqueles dos "camundongos com CR
(painel inferior). o |

A figura 3 mostra a concentragdo de dialdeido de malonila
(MDA) e 4-hidroxialcenais (4-HDA) nos animais alimentados com as respec-
tivas dietas ou submetidos a CR. Camundongos machos de meia idade
(C57B/L6, 15 camundongos por grupo) foram alimentados com dietas de
controle de 24 g/semana (201 LE) ou dé teste (201 LA = coquetel |, 201 LB =
coquetéis | + Il, 201 LC = coquetéis | + lll, e 201 LD = coquetel I+lI+l11) ou
dieta de restri¢do caldrica (CR) de 18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de
alimentagdo, produtos de peroxidagao lipidica ‘muscular (MDA e 4-HDA)

‘mostraram o0 mais alto teor nos camundongos alimentados com dieta de tes-
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te contendo coquetéis | + Ill, seguido por camundongos velhos alimentados
com dieta de controle. A dieta de teste contendo coquetel | sozinha apresen-
tou MDA e 4-HDA reduzidos em comparagao aqueles dos camundongos
com CR. Duas dietas de teste (201 LB e 201 LD) reduziram adicionalmente
MDA e 4-HDA musculares a niveis inferiores aos dos camundongos jovem.

A figura 4 mostra efeito antienvelhecimento (% em comparacao
ao controle) na expressao génica. Camundongos machos de meia idade
(C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimentados com dietas de
controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA = coquetel |, 201 LB =
coquetéis | + I, 201 LC = coquetéis | + lll, e 201 LD = coquetel I+I+IIl) ou
dieta de restri¢cdo calérica (CR) de 18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de
alimentagéo, os perfis da expresséo génica dos camundongos jovens, ca-
mundongos velhos, camundongos com CR e camundongos alimentados
com quatro dietas de teste foram analisados com fileira de camundongo da
Affymetrix 430A GeneChip®. Os efeitos antienvelhecimento ponderados fo-
ram calculados para cada dieta de teste e CR. Por exemplo, com valor p in-
ferior a 0,01, um total de 431 genes foram afetados pelo envelhecimento, e
CR impediu essas alteragdes da expressado génica induzidas pelo envelhe-
cimento em uma média de 43%. Os coquetéis nutrientes |, I+11, [+lll, e 1+11+lII
preveniram essas alteragbes da expressdo génica induzidas pelo envelhe-
cimento em uma média de 29, 27, 24 e 30%, respectivamente. Efeitos anti-
envelhecimento similares foram observados em ambos CR e nutrientes em p
< 0,05 com um total de 1.530 genes afetados pelo envelhecimento.

A figura 5 mostra efeito antienvelhecimento (% em comparagéo
ao controle) na expressdo génica relacionado a apoptose. Camundongos
machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimen-
tados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA =
coquetel |, 201 LB = coquetéis | + II, 201 LC = coquetéis | + lll, e 201 LD =
coquetel I+ll+l1l) ou dieta de restricdo calérica (CR) de 18 g/semana (901
LF). Apds 11 meses: de alimentagao, os perfis da expressio génica de ca-
mundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com CR e camun-

dongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira
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de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Os efeitos antienvelheci-
mento ponderados nos genes afetados pelo envelhecimento envolvidos na
apoptose foram calculados para cada dieta de teste e CR em p < 0,01 ou
0,05. ,

A figura 6 mostra efeito antienvelhecimento (% em comparacao
ao controle) na expressdo génica em resposta ao estresse. Camundongos
machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimen-
tados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA =
coquetel |, 201 LB = coquetéis | + I, 201 LC = coquetéis | + Ill, e 201 LD =
coquete! I+lI+lll) ou diéta de restricdo calérica (CR) de 18 g/semana (901
LF). Apds 11 meses de alimentagéo, os perfis de expresséb génica dos ca-
mundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com CR e camun-
dongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira
de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Os efeitos antienvelheci-
mento ponderados nos genes afetados pelo envelhecimento envolvidos na
resposta de estresse foram calculados para cada dieta de teste e CRem p <
0,01 ou 0,05. |

A figura 7 mostra o efeito antienvelhecimento (% em compara- |
¢ao ao controle) na expressao génica de resposta inflamatoria. Os camun-
dongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram
alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste
(201 LA = coquetel 1, 201 LB = coquetéis | + Il, 201 LC = coquetéis | + i, e
201 LD = coquetel I+lI+lll) ou dieta de restrigdo calérica (CR) de 18
g/semana (901 LF). Apds 11 meses de alimentagéo, os perfis de expressdo
génica dos camundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com
CR e camundongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisa- -
dos com fileira de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Os‘ efeitos
antienvelhecimento ponderados nos genes afetados pelo envelhecimento
envolvidos na resposta inflamatéria foram calculados para cada dieta de tes-
te e CR em p < 0,01 ou 0,05. |

A figura 8 mostra intensidades de sinal de microfileira para ex-

pressé@o génica de substrato-1 do receptor de insulina. Camundongos ma-
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chos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimenta-
dos com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA =
coquetel I, 201 LB = coquetéis | + I, 201 LC = coquetéis | + lll, e 201 LD =
coquetel I+lI+ill) ou dieta de restricao caldrica (CR) de 18 g/semana (901
LF). Apés 11 meses de alimentagao, os perfis de expressao génica dos ca-
mundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com CR e camun-
dongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira

de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Intensidades de sinal IRS-1

foram determinadas na microfileira para tecido muscular do camundongo em

camundongos alimentados com cada uma das dietas de coquetel e em ca-
mundongos alimentados com um regime de dieta de restricdo calérica, e
foram comparados as Intensidades de sinal IRS-1 no tecido muscular dos
camundongos jovens de controle e os camundongos velhos.

A figura 9 mostra efeito antienvelhecimento (% em comparagao

ao controle) na expressdo génica do substrato 1 do receptor de insulina.

Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por gru-
po) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou
de teste (201 LA = coquetel I, 201 LB = coquetéis | + Il, 201 LC = coquetéis |
+ 1ll, e 201 LD = coquetel 1+11+ll) ou dieta de restricdo calérica (CR) de 18
g/semana (901 LF). Apos 11 meses de alimentagéo, os perfis de expresséo
génica dos camundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com
CR e camundongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisa-
dos com fileira de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Os efeitos
de prevengao ponderada na redugao induzida pelo envelhecimento de IRS-1
foram calculados para cada dieta de teste e CR em p < 0,01. CR préveniu
completamente (100%) a reducéo induzida pelo ehvelhecimento da expres-
sdo génica de IRS-1 no musculo esquelético, seguido pelo coquetel I+l
(78%).

A figura 10 mostra um resumo das alteragdes relacionadas a
idade na expresséio'génica do tecido adiposo. Camundongos machos de
meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimentados com
dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (201 LA = coquetel |,
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201 LB = coquetéis | + Il, 201 LC = coquetéis | + Ill, e 201 LD = coquetel
I+11+111) ou dieta de restrigdo caldrica (CR) de 18 g/semana (901 LF). Apds
11 meses de alimentagao, os perfis de expressdo génica dos camundongos
jovens, camundo.ngos velhos, camundongos com CR e camundongos ali-
mentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira de ca--
mundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Alteragbes induzidas pela idade
na expressao génica do tecido adiposo branco do camundongo sao resumi-
das.

A figura 11 mostra um resumo'das influéncias das dietas nas
alteragbes relacionadaé a idade na expressao génica. Camundongos ma-
chos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo)' foram alimenta-
dos com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (Dieta A =
coquetel |, Dieta B = coquetéis | + Il, Dieta C = coquetéis | + lll, e Dieta D =
coquetel I+lI+11l) ou dieta de restrigdo caldrica (CR) de 18 g/semana (901
LF). Apés 11 meses de alimentagéo, os perfis de expressdo génica dos ca-

mundongos jovens, camundongos velhos, camundongos com CR e camun-

dongos alimentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira
de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. As porcentagens dos genes
afetados pelo envelhecimento no tecido adiposo branco do camundongo que
foram retardadas por CR ou coquetéis de nutrientes sao mostradas. Em
p<0,01, CR retardou 23% dos genes afetados pelo envelhecimento, seguido
pelo coquetel | e coquetéis I+l (15%). Em p<0,05, CR retardou 42% dos ge-
nes afetados pelo envelhecimento, seguido pelo coquetéis | + 1l (31 %), co-
quetel | (27%), coquetéis | + Il (27%), e coquetéis 1+II+1ll (22%). Todas die-
tas de teste retardaram geralmente 0,5 (p<0,01) a 1,5% (p<0,05) dos genes
afetados pelo envelhecimento. |

A figura 12 é um gréfico de disperééo mostrando a capac’idader
da restricdo caldrica (CR) em retardar‘alteragées relacionadas a idade na
expressdo génica. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 ca-
mundongos por grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24
g/semana (201 LE) ou de teste (Dieta A = coquefel |, Dieta B = cbquetéis | +

A, Dieta C = coquetéis | + llI, e Dieta D = coquetel I+1l+111) ou dieta de res- A
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tricdo caldrica (CR) de 18 g/semana (901 LF). Apés 11 meses de alimenta-
¢ao, os perfis de expressao génica do tecido branco adiposo dos camun-
dongos jovens, camundongos velhos, camundongos com CR e camundon-
gos alimentados com quatro dietas de teste foram analisados com fileira de
camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Um total de 643 genes foram
significativamente alterados com idade em P< 0,01. Desse conjunto.de "ge-
nes de envelhecimento”, 281 genes foram alterados com restrigcao de caloria
(CR) em p<0,05, e CR preveniu a alteragao associada a idade em 272 dos
281 genes. No gréfico, o eixo x representa as alteragdes com a idade e o
eixo y representa as altera¢des com CR. Circulos escuros representam ge-
nes onde a alteragdo na expressdo com CR foi significativa em P < 0,01;
circulos claros representam genes onde a alteragdo na expressdo com CR
foi significativa em P < 0,05.

A figura 13 é um gréfico de dispersdo mostrando a capacidade
da Dieta A em retardar alteragGes relacionadas a idade na expressdo géni-
ca. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por
grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE)
ou de teste (Dieta A = coquetel |, Dieta B = coquetéis | + I, Dieta C = coque-
téis | + lll, e Dieta D = coquetel I+l1+l11) ou dieta de restrigdo calérica (CR) de
18 g/semana (901 LF). Apés 11 meses de alimentagdo, perfis de expressdo
génica do tecido branco adiposo dos camundongos jovens, camundongos
velhos, camundongos com CR e camundongos alimentados com quatro die-.
tas de teste foram analisados com fileira de camundongo da Affymetrix 430A
GeneChip®. Um total de 643 genes foram significativamente‘alterados com
idade em P< 0,01. Desse conjunto de "genes de envelhecimento", 187 ge-
nes foram alterados com Dieta A em p<0,05, e a Dieta A preveniu a altera-
¢éo associada a idade em 178 dos 187 genes. No grafico, o eixo x represen-
ta as alteragbes com a idade e o eixo y representa as alteragdes com a Dieta
A. Os circulos escuros representam genes onde a alteragdo na expressdo
com a Dieta A foi significativa em P < 0,01; circulos claros re‘présentam ge-
nes onde a alteragdo na expressdo com a Dieta A foi significativa em P <
0,05.
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A figura 14 é um grafico de dispersao mostrando a Capacidade
da Dieta B em retardar alteragbes relacionadas a idade na expressdo géni-

- ca. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por

grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE)
ou de teste (Dieta A = coquetel |, Dieta B = coquetéis | + II, Dieta C = coque-- |
téis | + 11, e Dieta D = coquetel I+lI+l1l) ou dieta de restrigdo calérica (CR) de
18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de alimentagio, os perfis de expres-
sdo génica do tecido branco adiposo dos camundongos jovens, camundon-
gos velhos, camundongos com CR e camundongos alimentados com quatro
dietas de teste foram analisados com fileira de camundongo da Affymetrix
430A GeneChip®. Um total de 643 genes foram significativamente alterados
com idade em P< 0,01. Desse conjunto de "genes de envelhecimento“, 240
genes foram alterados com a Dieta B em p<0,05, e a Dieta B preveniu a alte-
ragdo associada a idade em 199 dos 240 genes. No gréfico, o eixo x repre-

senta a alteragdo com a idade e o eixo y representa as alteragdes com a

Dieta B. Circulos escuros representam genes onde a alteragéo na expressio

com a Dieta B foi significativa em P < 0,01; circulos claros represehtam ge-
nes onde a alteragdo na expressdo com a Dieta B foi significativa em P < |
0,05. |

A figura 15 é um gréfico da dispersdo mostrando a capacidade
da Dieta C em retardar alteragdes relacionadas a idade na expressdo géni-
ca. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por
grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE)
ou de teste (Dieta A = coquetel I, Dieta B = coquetéis | + Il, Dieta C = coque-
téis | + lll, e Dieta D = coquetel I+II+1l) ou dieta de restrigao caldrica (CR) de
18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de aIimehtag:éo, os perfis de expres-
sd0 génica do tecido branco adiposo dos camUndongos jovens, camundon-
gos velhos, camundongos com CR e cémundongos alimentados com quatro
dietas de teste foram analisados com fileira de camundongo da Affymetrix
430A GeneChip®. Um total de 643 genes foram significativamente alterados
com idade em P<0,01. Desse conjunto de “genés de envelhecifnento", 179

‘genes foram alterados com a Dieta C em p<0,05, e a Dieta C preveniu a al-
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teracdo associada a idade em 171 dos 179 genes. No gréfico, o eixo x re-
presenta as alteragdes com a idade e o eixo y representa as alteragdes com
a Dieta C. Circulos escuros representam genes onde a alteragcao na expres-
sdo com a Dieta C foi significativa em P < 0,01; circulos claros representam
genes onde a alteragé@o na expressdo com a Dieta C foi significativa em P <
0,05.

A figura 16 é um gréfico de dispersdo mostrando a capacidade
da Dieta D em retardar alteragdes relacionadas a idade na expressdo géni-
ca. Camundongos machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por
grupo) foram alimentados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE)

ou de teste (Dieta A = coquetel |, Dieta B = coquetéis | + Il, Dieta C = coque- -

téis | + Ili, e Dieta D = coquetel I+1I+l1l) ou dieta de restrigdo calérica (CR) de
18 g/semana (901 LF). Apds 11 meses de alimentacgao, os perfis de expres-
sdo génica do tecido branco adiposo dos camundongos jovens, camundon-
gos velhos, camundongos com CR e camundongos alimentados com quatro
dietas de teste foram analisados com fileira de camundongo da Affymetrix
430A GeneChip®. Um total de 643 genes foram significativamente alterados
com idade em P< 0,01. Desse conjunto de "genes de envelhecimento", 205
genes foram alterados com a Dieta D em p<0,05, e a Dieta D preveniu a al-
teragao associada a idade em 140 dos 205 genes. No gréfico, o eixo x re-
presenta as alteragdes com a idade e o eixo y representa as alteragdes com
a Dieta D. Circulos escuros representam genes onde a alteragéo na expres-.
sao com a Dieta D foi significativa em P < 0,01; circulos claros representam
genes onde a alteragdo na expressdo com a Dieta D foi significativa emP <
0,05. |

A figura 17 mostra um resumo das influéncias das dietas nas
alteragGes relacionadas a idade na expressdo génica CD59. Camundongos
machos de meia idade (C57B1/6, 15 camundongos por grupo) foram alimen-
tados com dietas de controle de 24 g/semana (201 LE) ou de teste (Dieta A
= coquetel |, Dieta B = coquetéis | + Il, Dieta C = coquetéis | + IIl, e Dieta D =
coquetel I+l11+ll) ou dieta de restricdo calérica (CR) de 18 g/semana (901
LF). Apés 11 meses de alimentacgéo, perfis de expressdo génica do tecido
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~ branco adiposo dos camundongos jovens, camundongos velhos, camundon-

gos com CR e camundongos alimentados com quatro dietas de teste foram
analisados com fileira de camundongo da Affymetrix 430A GeneChip®. Um
total de 643 genes foram significativamente alterados com idade em P<
0,01. O aumento induzido pela idade na expressao génica CD59a foi retar-- |
dado por CR e todas dietas de teste.

DESCRICAO DETALHADA DAS CONCRETIZACOES ILUSTRATIVAS

' Nesse relatdrio descritivo, as concretizagdes foram descritas de
modo a permitir que um relatério descritivo‘claro e conciso fosse descrito,
porém pretende-se e serd apreciado que as concretizagdes podem ser com-
binadas de varias formas ou separadas, sem com isso fugir do escopo da
invengao. _

, Os termos "ingrediente funcional, "agente funcional" ou "compo-
nente funcional" sao usados aqui intercambiavelmente, para se referirem as
substancias conhecidas como possuindo um aspecto ou atividade funcional
em uma ou mais das seguintes categorias: (1) redugao do estresse oxidativo
ou leséo; (2) agente antiglicagao; (3) redugdo do peso corpdreo, éspecial-
mente gordura corpérea; (4) estimulagdo da sensibilidade a insulina ou redu- |
¢ao da glicose ou insulina no sangue; e (5) agente antiinflamatério.

"Quantidade eficaz se refere a uma quantidade de um compos-
to, material ou composi¢ao, conforme descrito aqui, que é eficaz para obter
um resultado biologico especifico. Tais resultados incluem, porém nao sao
limitados aos fatores comprometidos com a melhora do envelhecimento,
aumento da longevidade, redugdo da incidéncia e/ou retardo do inicio das
doengas relacionadas a idade, redugédo do declinio funcional e aperfeigoa-
mento dos efeitos biomédicos, moleculares, celulares, fisiolégicos e fenotipi-
cos do envelhecimento. Tal atividade eficaz pbde ser obtida, por exemplo,
por administragdo das composi¢des da presente invehgéo a um individuo.

Um "sujeito” ‘ou "individuo" se refere a um animal de qualquer
espécie. Nas varias concretizagdes, o animal € um mamifero e pode ser um
ser humano. | '

Conforme usado aqui, um “"suplemento dietético" & um produto
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que se destina a ingestdo além da dieta normal de um animal. O animal é
um mamifero e pode também ser um ser humano.

Conforme usado aqui, um “produto alimenticio formulado para
consumo humano" é qualquer composicédo destinada a.ingestdao por um ser
humano.

Conforme usado aqui, o termo "alimento para animais de esti-
magao" ou "composi¢cdo para alimento de -animais de estimagao" significa
uma composigéo que se pretende seja ingerida por um animal e preferivel-
mente por animais de estimagao. Um "alimento para animais de estimagao
completo e nutricionalmente equilibrado” € um que contém todos os nutrien-
tes necessarios em quantidades apropriadas e proporgdes, com base nas
recomendagOes das autoridades reconhecidas no campo de nutricdo dos -
animais de estimacao e é portanto, capaz de servir como uma unica fonte de
ingestao de dieta de modo a manter a vida ou promover a produgdo, sem a
adigao de fontes nutricionais complementares. Composi¢gdes nutricionalmen-
te equilibradas para animais de estimacdo sdo amplamente conhecidas e
amplamente usadas na técnica.

"Restricdo de caloria" ou "restricdo caldrica" sdao empregadas
aqui intercambiavelmente, e se referem a qualquer regime de dieta dé bai-
xas calorias, sem subnutricdo. Em geral, a limitagdo € de calorias totais deri-
vadas dos carboidratos, gorduras, e proteinas. A limitagdo é tipicamente,
embora nao limitada a cerca de 25% a cerca de 40% da ingestédo caldrica
em relagdo ao consumo ad libitum. |

"Longevidade" se refere, de modo geral, & duragdo da vida além
da expectativa de vida média para espécies especificas. "Longevidade me-
Ihorada" ou "longevidade aumentada" se refere a qualquer extensao signifi-
cativa do periodo de vida de um animal especifico além da expectativa de
vida média para as espécies as quais o0 animal pertence.

"Jovem" se refere, de modo geral, a um individuo em sua vida
adulta jovem, isto é, 'amadurecido apds a puberdade ou adolescéncia, con-
forme seria definido pelas espécies de acordo com os paradmetros conheci-

dos.
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"Envelhecido" ou "velho," conforme usado aqui, se refere a um
individuo que se encontra fisica ou cronologicamente dentro dos ultimos
30% de sua expectativa média de vida.

‘Os inventores determinaram que um numero de aspectos fisio-
l6gicos, bioquimicos e/ou de expressao génica associados a CR podem ser -
mimetizados através da administracdo de uma formulagao contendo uma
combinacao de trés ou mais categorias de ingredientes funcionais. Tais for-
mulagbes provaram ser eficazes na mimetizagdo de CR, em comparagdo
com as formulagées e métodos anteriores 'focados apenas em nutrientes
simples ou uma ou duaé categorias de ingredientes funcionais que nao con-
seguiram mimetizar os beneficios da CR. | |

Assim, um aspecto da invengao prové sistemas nutricionais que
mimetizam os efeitos da restricdo caldrica sem restringir a ingestéo calérica.
Os sistemas nutricionais da invengdo compreendem uma formulagao e ad-
ministracdo de combinagdes de nutrientes que possuem varias fungdes pre-
tendidas no corpo e que se encontram em trés ou mais das atividades que
se seguem: (1) atividade antioxidante; (2) inibicao da lesdo por glicagéo; (3)
redugdo do peso corporeo, especialmente gordura corpérea; e (4) promogao |
de alta sensibilidade a insulina e baixo teor de insulina/glicose no sangue; e
(5) atividade antiinflamatdria.

Quando administrados aos animais, os sistemas nutricionais
descritos aqui mostraram mimetizar a CR em varios efeitos fisioldgicos e
bioquimicos incluindo alteragdo no peso corpéreo e acumulo de gordura,
redugao na peroxidagao lipidica, e taxa de sobrevivéncia. Os inventores de-
terminaram que, como com a CR, os sistemas nutricionais sao capazes de
retardar, em varias extensdes, as alteragdes na expressao génica relaciona-
das a idade nos tecidos corpéreos. Conseqi]ehtemente, os sistemas nutri-
cionais descritos aqui podem prover uma vantagem aliernativa ou suplemen-
tar a CR no aumento da longevidade. |

‘Nas varias concretizagdes, as cinco fungbes pretendidas sdo
combinadas em formulagbes compreendendo uma combinagdo de ingredi-

entes funcionais. Por exemplo, e nédo limitado a invengéo, uma formulagdo
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compreende pelo menos um antioxidante, preferivelmente um antioxidante
soluvel em agua e um antioxidante solivel em gordura. Qutra formulagao
compreende pelo menos um ingrediente funcional que inibe a lesao por gli-
cagao, pelo menos um ingrediente funcional que promove a redugao do peso
corporeo, especialmente gordura corpdrea e/ou pelo menos um ingrediente
funcional para promog¢ao de alta sensibilidade a insulina e baixo teor de insu-
lina/glicose no sangue. Outra formulag@o compreende pelo menos um ingre-
diente funcional que reduz inflamagao crénica.

As formulagbes podem ser administradas aos primatas, incluindo
os seres humanos. Tais formula¢gdes também podem ser administradas aos
animais tais como, porém nao limitados aos animais de estimagdo (por e-
xemplo, caes, gatos, furdes, passaros), animais de fazenda (por exemplo,
porcos, cabras, carneiros, gado, cavalos, galinhas, lhamas). As composi¢des
também podem ser administradas aos animais exéticos, especificamente
animais de zooldgico e espécies ameagadas de extingdo. Em determinadas
concretizagbes, a formulagdo contém pelo menos um antioxidante, preferi-
velmente um antioxidante solivel em agua e um antioxidante soluvel em
gordura. Antioxidantes soluveis em &gua incluem, porém nao estéo limitados
as vitaminas C, polifendis de varias bagas (uva-do-monte, fruto do vacinio,
arando e similares), proantocianidinas e antocianinas de sementes de uva e
da casca do pinheiro da costa Européia e Pinus maritime, bioflavondides
(taxifolina, naringenina, hesperetina, 6-hidroxiflavanona, 2'-hidroxiflavanona,
4'-hidroxiflavanona) de frutas (especialmente frutas citricas) e vegetais, L-
selenometionina, acido alfa-lipdico, glutationa, catequina, epicatequina, epi-
galocatequina, galato de epicalocatequina, galato de epicatequina, cisteina.
Antioxidantes soluveis em gordura incluem, porém nao sao limitados a vita-
mina E (alfa-acetato de tocoferol), gama-tocoferol, alfa-caroteno, beta-
caroteno, luteina, zeaxantina, retinal, astaxantina, criptoxantina, carotendide
mistos naturais, licopeno e resveratrol, para denominar alguns. Em algumas
concretizacdes, a formulagdo pode incluir uma combinagdo de todos esses
antioxidantes.

Na formulag&o rica em antioxidante, a Vitamina E e/ou a Vitami-
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na C podem ser providas para liberar cerca de 100-1,000 mg/kg da dieta.
Nas concretizagbes mais especificas, a Vitamina E ou a Vitamina C é provi- -
da para fornecer cerca de 200-800 mg/kg da dieta, ou cerca de 300-700
mg/kg, ou cerca de cerca de 400-600 mg/kg, ou cerca de 450-500 mg/kg da
dieta.

Os carotendides sdo uma classe de pigmentos sollveis em gor-
dura natural encontrados principalmente em plantas, algas, bactérias fotos-

sintéticas e algumas nao fotossintéticas, leveduras e mofos. Cerca de 600

- carotendides diferentes sdo conhecidos como ocorrendo naturalmente (Ong -

& Tee. (1992) Meth. EnzymoL, 213:142-167), e novos carotendides continu-
am a ser identificados (Mercadante, A. (1999) "New carotenoids: recent pro-
gress" Invited Lecture 2. Abstracts of the 12th International Carotenoid Sym-
povsiu'm, Cairns, Australia, julho de 1999). Os carotendides sao definidos por
sua estrutura quimica. A maioria dos carotendides € definida por sua estrutu-
ra quimica. A maioria dos carotendides é derivada de cadeia de polieno de
40 carbonos. A cadeia pode ser terminada por grupos de extremldade cicli-

cos (anéis) conforme mostrado na férmula |, a segunr

Foérmula |

A férmula | pode ser complementada com grupos funcionais con-
tendo oxigénio. Por exemplo, R4, Rs, R4 € Rs podem ser independentemente
H ou OH e R; e Rs podem ser independentemente H ou =0. Os anéis po-
dem conter cada um uma ligagao dupla. Em geral, os carotendides de hidro-
carboneto sdo conhecidos como carotenos, enquanto os derivados oxigena-
dos desses hidrocarbonetos sdo conhecidos como xantdfilos. Exemplos ndo

limitantes de carotendides s@o beta-caroteno, zeaxantina, astaxantina, crip-

toxantina, e Iutelna

Em determinadas concretizagdes, os carotendides s&o prov1dos



10

15

20

25

19

para liberar cerca de 1-100 mg/kg da dieta. Nas concretizagdes especificas,
os carotendides sao providos para liberar cerca de 10-90 mg/kg da dieta, ou
cerca de 20-80 mg/kg, 30-70 mg/kg, 40-60 mg/kg, ou cerca de 50 mg/kg da
dieta.

Além de outros carotendides, a formulagao pode incluir, especifi-
camente, uma quantidade de carotendides purificados, o licopeno. O licope-

no é um caroteno possuindo a estrutura da férmula Ii:

Férmula 13 v

O licopeno pode ser provido para liberar cerca de 1-100 mg/kg
da dieta, ou nas concretizagbes especificas, cerca de 10-90, 20-80, 30-70,
40-60, ou cerca de 50 mg/kg da dieta.

Uma formulagéo rica em antioxidante da invencao também pode
conter uma fonte de selénio. O elemento de trago, o selénio, pode ser provi-
do como selénico inoganico, tal comb, por exemplo, selenita de sédio ou se-
lenato de sddio. Contudo, nas concretizagdes preferidas, L-selenometionina
((S)-(+)-2-amino-4-(metilseleno)-acido butandico) é empregado uma vez que
€ natural, estavel e mais prontamente absorvido. Tipicamente, € provida uma
fonte de selénio para fornecer cerca de 0,01 a cerca de 0,4 mg de selénio
por kg de dieta. Em outras concretizagGes, o selénio € liberado em cerca de
0,05 a cerca de 0,35 mg/kg da dieta, ou cerca de 0,075 a cerca de 0,3
mg/kg, ou cerca de 0,1 a cerca de 0,275 mg/kg, ou cerca de 0,15 a cerca de
0,25 mg/kg, ou cerca de 0,2 mg/kg da dieta. '

Em uma concretizagdo exemplar da invengao, a formulacao refe-
rida aqui como "Coquetel I" prové o que se segue na dieta: Vitamina E, 500
mg/kg; Vitamina C, 450 mg/kg; L-selenometionina, 0,2 mg/kg; carotendides
mistos, 50 mg/kg; licopeno, 50 mg/kg. Em outra concretizagdo especifica
para 0 consumo humano, o Coquetel | prové o que se segue: Vitamina E,
500 mg/dia; Vitamina C, 450 mg/dia; L-selenometionina, 200 pg/dia; carote-
néides mistos 2.500 |U/dia; licopeno, 15 mg/dia.
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Quando administrado aos animais, um coquetel desse tipo mos-
trou aperfeicoar as taxas de sobrevivéncia aos niveis similares ao da CR,
sem afetar substancialmente o peso corpéreo ou composi¢édo do peso e re-
tardar, em varios graus, uma porcentagem significativa das alteragoes rela-
cionadas ao envelhecimento na expressao génica, conforme descrito em-
detalhes nos exemplos.

Em determinadas concretizag¢des, outro tipo de formulagdo pode

‘ser composto de dois ou trés subgrupos de ingredientes funcionais, por e-

xemplo: (a) um inibidor de leséo por glicagdo; (b) um redutor de peso corpé-
reo, especialmente gordura corpérea; e (¢c) um promotor de alta sensibilidade
a insulina e baixo teor de insulina/glicose no sangue. Os ing‘redientes funcio-
nais que inibem lesao por glicagao incluem, porém nao estdo limitados a
carnosina e aos compostos antiglicagao sintéticos, tais como, aminoguanidi-
na. Ingredientes funcionais que promovem a redugao do'peso corpéreo e

gordura corpdrea incluem, porém nao estdo limitados ao piruvato, acidos

graxos poliinsaturados, acidos graxos de cadeia média, triglicerideos de ca-

deia média, acido linoléico conjugado (CLA), isoflavonas de soja e seus me-
tabdlitos, L-carnitina e acetil-L-carnitina. Ingredientes funcionais que promo- |
vem a alta sensibilidade a insulina e baixo teor de insulina/glicose no sangue
incluem, porém nao estado limitados a uma fonte de cromo, cinamono, extrato
de cinamono, polifendis de cinamono e hamamélia, extrato do grdo de café,
cido clorogénico, acido caféico, uma fonte de zinco, e extrato de semente
de uva.

Assim, uma formulagdo de nutriente combinada da invengéo
compreende pelo menos um ingrediente funcional selecionado de cada uma
de duas ou trés categorias de ingredientes funcionais. Em algumas concreti-
zacdes, uma formulacdo de nutriente combinada compreende uma mistura
de picolinato de cromo, extrato de semente de uva, uma fonte de zinco, aci-
do linoléico conjugado (CLA), L-carnitina, acetil-L-carnitina e carnosina.

'O picolinato de cromo pode ser provido nas faixas aproximadas
que se seguem de mg/kg da dieta: cerca de 0,1 é cerca de 1,0, cerca de 0,2

.a cerca de 0,9, cerca de 0,3 a cerca de 0,8, Cerca d'e 0,4 a cerca de 0,75,
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cerca de 0,45 a cerca de 0.6, ou cerca de 0,5 mg/kg da dieta.
As formulagbes dessa concretizagdo podem também conter ex-
trato de semente de uva que é uma fonte, por exemplo, de proantocianidi-

nas, bioflavondides e catequinas. Quantidades apropriadas podem compre-

~ender cerca de 50-500, 100-400, 150-350, 200-300 ou cerca de 250 mg/kg

da dieta.

As formulagdes dessas concretizagdes podem também conter
uma fonte de zinco, tal como, por exemplo, cloreto de zinco, acetato de zin-
co, gluconato de zinco, monometionato de zinco e sulfato de zinco. Nas con-
cretizagOes preferidas, a formulagéo contém sulfato de zinco em uma quan-
tidade de cerca de 100-300, 125-275, 150-250, 175-225 ou cerca de 190
mg/kg da dieta. Em outras concretizagbes preferidas, a formulagdo contém
monometionato de zinco em uma quantidade de cerca de 25-125, 50-100,
60-90 ou cerca de 70-80 mg/kg da dieta.

As formulagbes dessas concretizagdes podem também conter
um ou mais ingredientes que afetam o metabolismo e promovem a perda da
gordura e/ou preservagao de massa magra do corpo, incluindo acido linolé-
nico conjugado (CLA), L-carnitina e acetil-L-carnitina ou outros conforme lis-
tado acima. O CLA é tipicamente provido em quantidades entre 5 e 10 g/kg
da dieta, ou mais especificamente, cerca de 6-9 ou 7-8 g/kg da dieta. L-

carnitina é tipicamente fornecida em cerca de 100-1.000 mg/kg da dieta, ou -

mais especificamente, cerca de 200-800, 300-700, 400-600, ou cerca de 500
mg/kg da dieta. Acetil-L-carnitina é tipicamente fornecida em cerca de 50-
150 mg/kg da dieta, ou mais especificamente, cerca de 60-140, 70-130, 80-
120, 90-110, ou cerca de 100 mg/kg da dieta. |

As formula¢des dessas concretizagdes podem também conter
um agente antiglicacao, tal como, carnosina (beta-alanil-L-histidina). A car-
nosina é tipicamente provida em quantidades entre cerca de 100-1.000
mg/kg da dieta, ou mais especificamente, cerca de 200-800, 300-700, 400-
600, ou cerca de 500 mg/kg da dieta. |

Em uma concretizagdo especifica da invengdo, a formulagdo

referida aqui como "Coquetel II" prové o que se segue em uma dieta: tripico-
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linato de cromo, 0,5 mg/kg; extrato de semente de uva, 250 mg/kg; monome-
tionato de zinco, 78 mg/kg; CLA (65%), 5.000 mg/kg; carnitina, 400 mg/kg;
acetil-carnitina, 100 mg/kg e carnosina, 500 mg/kg. Em outra concretizacdo
especifica para cbnsumo humano, o Coquetel Il prové o que se segue: pico-
linato de cromo 120 pg/dia; extrato de semente de uva, 150 mg/dia; sulfato-
de zinco 15 mg/dia; CLA (65%), 2.000 mg/dia; carnitina, 2.500 mg/dia; acetil-
carnitina, 500 mg/dia; e carnosina, 500 mg/dia.

Quando administrado aos animais, um coquetel desse tipo mos-
trou diminuir marcantemente o peso corpéréo e gordura corpdrea, a niveis
mesmo maiores que a CR, diminuindo a peroxidagao lipidica no tecido mus-
cular, e retardando uma porcentagem significativa de alteragdes relaciona-
das a idade na expressao génica, conforme descrito em detalhes nos exem-
plos. o

Outro tipo de formulacdo pode conter ingredientes funcionais

para reduzir ou prevenir a inflamagao cronica. Em determinadas concretiza-

¢Oes, esse tipo de formulagéo contém pelo menos uma fonte de acidos gra-

xos émega-3 e/ou curcumunodides. Em algumas concretizagbes, a fonte de
acidos graxos 6mega-3 é dleo de peixe. Em outras concretizagées, a fonte é |
uma combina¢éo de acidos graxos 6mega-3 combinados, tais como, porém
ndo limitados aos &cidos eicossapentandicos e docossahexandicos (EPA e
DHA). Os curcumundides podem incluir um curcumundide purificado ou po-
dem conter uma combinagao de mais de um curcumunéide. Os curcumundi-
des incluem, porém nao limitados a curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona; . 1-(4-hidroxifenil)-7-(4-hidréxi-3-
metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona; 1,7-bis-(4-hidroxifenil)-hepta-1,6-
dieno-3,5-diona), desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina.

Em algumas concretizagdes, dleo de peixe é provido dentro das
faixas que se seguem (g/kg da dieta): 1VO-50, 15-40, 20-30, Ou em uma con-
cretizagdo preferida, cerca de 26 g/kg da dieta. Os curcumundides sdo pro-
vidos dentro das faixas que se seguem (mg/kg da dieta): 100-1,000, 200-
900, 300-750, 400-600, ou, em uma concretizagéo especifica, cerca de 500

-mg/kg da dieta. Em uma concretizagao especiﬁca da invengdo, a formulagéao
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referida aqui como "Coquetel 1lI" prové o que se segue em uma dieta: dleo
de peixe, 26,5 g/kg; e extrato de cucurmina 500 mg/kg da dieta.
Outras combinag¢des também podem ser formuladas. Por exem-

plo, uma formulagdo rica em antioxidante pode ser combinada com uma

formulagao de fungdo mista, conforme pode ser exemplificado por uma com-

binagdo do Coquetel | com o Coquetel |l. Alternativamente, uma formulagéo
rica em antioxidante pode ser combinada com uma formulagdo antiinflamato-
ria, conforme pode ser exemplificado por uma combinagéo‘do Coquetel |
com o Coquetel Ill, ou uma combinagdo de todos trés Coquetéis. Outra al-
ternativa pode compreender uma formulagdo rica em antioxidante combina-
da com uma formulag¢ao de funcdo mista e uma formulagao antiinflamatéria,
conforme pode ser exemplificado por uma combinagdo do Coquetel | com o
Coquetel Il e Coquetel lll. '

Em uma concretizagdo preferida, a composi¢do é um suplemen-
to de dieta, tais como molho, dgua para beber, bebida, yogurt, pd, granulo,
pasta, suspenséo, goma, acepipe, lanche, aperitivo, microesfera, pilula, cap-
sula, comprimido ou qualquer outra forma desejada. Em outra concretizagéo
preferida, as formulagbes de dieta da invengéo sdo incorporadas as compo-
si¢Oes alimenticias para seres humanos e para animais de estimagdo. Essas
incluirdo, vantajosamente, alimentos destinados ao fornecimento dos requisi-
tos necessarios a dieta, bem como, lanches (por exemplo, biscoitos) e outros
suplementos da dieta. Opcionalmente, as composigées alimenticias podem
ser uma composigéo‘seca (por exemplo, petisco), composicdo semi-umida,
composigdo umida ou qualquer mistura das mesmas. Em uma concretizagcdo
detalhada, o suplemento de dieta pode compreender uma alta concen'tragéo
de ingredientes que aperfeicoam a longevidade, tal que o suplemento pode
ser administrado ao animal em pequenas quantidades ou como uma alterna-
tiva, pode ser diluido antes da administracdo a um animal. O suplemento de
dieta pode precisar de mistura com agua antes da administragéo ao animal.

As compc}sigées podem ser refrigeradas ou congeladas. Os in-
gredientes que aperfeicoam a longevidade podem ser pré-combinados com

outros componentes da composi¢do, de modo a prover as quantidades be-
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néficas necessarias, podem ser revestidos com uma composicédo alimenticia
para animais de estimagdo ou podem ser adicionados & composi¢do antes
da mesma ser oferecida ao animal, por exemplo, usando um pé dispersavel
ou uma mistura.

As formulagbes de dieta e composicdes da invengdao podem
compreender, opcionalmente, substancias suplementares, tais como, mine-
rais, vitaminas, sais, condimentos, corantes e conservantes. Exemplos nao
limitantes de minerais suplementares incluem calcio, fésforo, potéssio, sédio, -
ferro, cloreto, boro, cobre, zinco, manganés, iodo, selénio e similares. Exem-
plos ndo limitantes de \/itaminas suplementares incluem vitamina A, varias
vitaminas B, vitamina C, vitamina D, vitamina E e vita'minaAK. Suplementos
adicionais de dieta também podem ser incluidos, por exemplo, niacina, acido
pantoténico, inulina, &cido félico, biotina, aminoacidos e similares.

Nas varias concretizages, o alimento para animais de estima-

¢do ou composigcdes para tratamento dos mesmos, da invengéo, pode com-

preender, em uma base seca, cerca de 15% a cerca de 50% de proteina

bruta, em peso, da composi¢cdo. O material de proteina bruta pode Compre—
ender proteinas vegetais, tais como, soja, semente de algoddo e amendoim
ou proteinas animais, tais como, caseina, albumina e proteina da carne. E-
xemplos nao limitantes de proteina da carne Uteis aqun incluem, porco car-
neiro, equinos, aves, peixes e misturas dos mesmos.

_ As formulagdes de dieta e composicdes podem compreender -
adicionalmente, em uma base seca, cerca de 5% a cerca de 40% de gordu-
ra, em peso da composi¢cdo. As composi¢cdes podem compreender adicio-
nalmente uma fonte de carboidrato. As composigées podem compreender,
em uma base seca, cerca de 15% a cerca de 60% de carboidrato, em peso
da composi¢do. Exemplos ndo limitantes de tais carboidratos incluem graos
ou cereais, tais como, arroz, milho, sorgd, alfafa, cevada, soja, canola, aveia,
trigo e misturas dos mesmos. As composicdes também podem compreen-
der, opcionalmente, outros materiais, tais como, soro seco e outros subpro-
dutos de laticinios. |

As formulagbes de dieta e composi¢des também podem com-
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preender pelo menos uma fonte de fibra. Varias fibras soluveis e insoltveis
podem ser utilizadas, conforme é conhecido de um versado na técnica co-
mum. A fonte de fibra pode ser polpa de beterraba (da beterraba), goma a-
rabica, goma talha, psilio, casca de arroz, goma alfarroba, polpa de citricos,
pectina, frutooligossacarideo adicional a oligofrutose de cadeia curta, mana-
noligofrutose, fibra de soja, arabinogalactano, galactooligossacarideo, arabi-
noxilano ou misturas dos mesmos. Alternativamente, a fonte de fibra pode
ser uma fibra fermentavel. A fibra fermentavel foi descrita, anteriormente,
como provendo um beneficio ao sistema imune de um animal de estimagao.
A fibra fermentavel ou outras composi¢des conhecidas dos versados na téc-
nica que fornecem uma composig¢ao prebidtica para melhorar o crescimento
dos organismos probidticos dentro dos intestinos também pode ser incorpo-
rada & composi¢ao para ajudar a melhorar o beneficio provido pela presente
invengao ao sistema imune de um animal. Adicionalmente, os microorganis-
mos probidticos, tais como, espécies Lactobacillus ou Bifidobacterium, por
exemplo, podem ser adicionados a composigao.

Em uma concretizagdo detalhada, a formulagdo de dieta ou
composi¢éo € um alimento para animais de estimagdo completo e nutricio-
nalmente balanceado. Nesse contexto, 0 alimento para animais domésticos
pode ser um alimento umido, um alimento seco, ou um alimento de teor de
umidade intermediario, conforme sera reconhecido pelos versados na técni-
ca de formulagéo alimenticia para animais domésticos e fabricacdo. "Alimen-
to Umido" descreve um alimento para animais de estimagédo que é tipicamen-
te vendido em latas ou sacos de aluminio e possui um teor de umidade tipi-
camente na faixa de cerca de 70% a cerca de 90%. "Alimentos seco” des-
creve um alimento para animais de estimagdo que possui uma composicdo
similar & do alimento Uumido, porém contém um teor de umidade limitado,
tipicamente na faixa, por exemplo, de cerca de 5% a cerca de 15%, e portan-
to, esté presente, por exemplo, como um petiscos pequeno similar a um bis-
coito. As composigéés, formulagdes de dieta, e suplementos para dieta po-
dem ser especialmente formulados para animais adultos ou para animais

mais velhos ou jovens, por exemplo, uma "ra¢édo para filhotes", "ragdo para
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gatinhos", formulagédo para adultos ou "senior". Em geral, as fo‘rmulagées
especializadas compreenderdo os requisitos de energia e nutricionais apro-
priados aos animais em diferentes estagios de desenvolvimento ou idade.
‘Determinados aspectos da inveng¢ao sao preferivelmente empre-
gados em combinagdo com um alimento completo e balanceado (por exem-
plo, conforme descrito no National Research Council, 1985, Nutritional Re-
quirements for Dogs, National Academy Press, Washington D.C., ou Associ-

‘ation of American Feed Control Officials, Official Publication 1996). Isto é,

formulagdes de dieta ou composi¢cdes compreendendo pelo menos trés in-
gredientes que aperfeicoam a longevidade por mimetizarem pelo menos um
efeito de promogao de longevidade de restrigéo calorica de acordo com de-
terminados aspectos dessa invengao sao preferivelmente utilizados com um
alimento comercial de alta qualidade. Conforme usado aqui, "alimento co-
mercial de alta qualidade" se refere a uma dieta fabricada para produzir a

capacidade de digestao dos nutrientes chave de 80% ou mais, conforme

estabelecido, por exemplo, nas recomendag¢des do National Research

Council acima para os cées ou nas diretrizes estabelecidas pela Association
of American Feed Control Officials. Padrao de nutrientes similares altos seri- |
am usados pafa outros animais.

O versado na técnica entenderd como determinar a quantidade
apropriada de ingredientes que melhoram a longevidade a serem adiciona-
dos a uma dada formulag@o de dieta ou composi¢cdo. Os fatores que podem
ser levados em consideragao incluem o tipo de compoéigéo (por exemplo,
composic¢ao alimenticia para animais de estimacgéo versus suplemento para
dieta), o consumo médio dos tipos especificos de composi¢des por animais
diferentes, e as condi¢des de fabricagao nas qua'is a composicao é prepara-
da. Preferivelmente, as concentragdes de um dado ingrediente de melhora
da longevidade a ser adicionado a composigéo sao calculadas com base nos
requisitos de energia e nutricionais do animal. De acordo com determinados
aspectos da invengdo, os ingredientes que melhoram a longevidade podem
ser adicionados a qualquer momento durante a fabricagdo e/ou processa-

‘mento da composigao. Isso inclui, sem limitagao, a incorporagéo a formula-
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¢do da composicao alimenticia para animais de estimagao ou suplemento de
dieta, ou como um revestimento aplicado a composi¢do alimenticia para a-
nimais de estimagéo ou suplemento de dieta.

As composicdes podem ser fabricadas de acordo com qualquer

~método apropriado na técnica, tal como, por exemplo, conforme descrito em

Waltham Book of Dog and Cat Nutrition, Ed. ATB Edney, Chapter by A. Ra-
inbird, intitulado "A Balanced Diet" nas paginas 57 a 74, Pergamon Press
Oxford. |

Outro aspecto da invengdo caracteriza os métodos para aumen-
tar a longevidade em um animal, incluindo seres humanos, compreendendo
administragdo ao animal de uma formulagdo de dieta ou composi¢cdo com-
preendendo pelo menos trés ingredientes que melhoram a longevidade, ca-
da ingrediente sendo de uma categoria diferente dentre as cinco categorias
de ingredientes que aperfeicoam a longevidade por mimetizarem pelo menos
um efeito de promogao de longevidade de restricao calérica, onde as catego-
rias sdo antioxidantes, agentes antiglicagdo, redutores de peso corpéreo ou
gordura corpérea, promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou
glicose baixas no sangue, e agentes antiinflamatérios, em uma quantidade
efi'caz para melhorar a Iongevivdade no animal. Em uma concretizagédo deta-
lhada, a composi¢éo é uma composigcdo alimenticia para animais de estima-
¢ao ou um suplemento de dieta, conforme exemplificado aqui. Os animais
podem incluir animais domesticados ou animais de estimagdo conforme
descrito acima. Em determinadas concretizagbes, 0 animal € um animal de
estimac&o tal como um cdo ou gato. Em outra concretizagdo, a composicéo
€ um alimento ou suplemento de dieta formulado para consumo humano e é

administrado ou consumido por um ser humano com o fim de melhorar a

" longevidade. A formulacdo é administrada em uma base regular, que, em

uma concretizagdo é de pelo menos uma vez ao dia. Em determinadas con-
cretizagoes, a formulagdo é administrada como parte de um regime de dieta
diario por pelo menols cerca de uma semana, ou pelo menos cerca de um
més, ou pelo menos cerca de trés meses ou mais, até a duragao da vida do

animal.
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As composicdes da invencao podem ser administradas aos indi-
viduos por qualquer de uma variedade de vias de administragdo alternativas. -
Tais vias incluem, sem limitag&o, oral, intranasal, intravenosa, intramuscular,
intragastrica, transpilérica, subcutanea, retal e similares. Preferivelmente, as
formulacdes de dieta ou composi¢des sdo administradas oralmente. Con--
forme usado aqui, o termo "administragdo oral" ou "oralmente administrado”
significa que o individuo ingere ou um ser humano é direcionado a se ali-

mentar ou se alimenta, ou um animal, de uma ou mais das composi¢des da

“invengao descritas aqui.

Quando um ser humano € instruido a alimentar um animal com a
composicdo, tal instrugdo pode ser aquela que instrui e/ou informa o ser hu-
mano que o uso da composi¢do pode e/ou provera o beneficio referido, por
exemplo, a melhora da fungéo cognitiva no animal. Tal instrugdo podera ser
uma instrugao oral (por exemplo, através da instrugdo oral de um médico,

veterindrio ou outro profissional de saude, ou através do radio ou televisédo

(isto é, por uma propaganda), ou instrugdes escritas (por exemplo, através

de instrugdo escrita por exemplo, de um médico, veterinario ou outro profis-
sional de saude (por exemplo, prescrigao), profissionais de venda ou organi- |
zagao (por exémplo, através de anuncios, panfletos ou outros papéis de ins-
trugcdes), meios escritos (por exemplo, pela Internet, correio eletrénico ou
outros meios relacionados ao computador) e/ou embalagem associada a
composigdo (por exemplo, um rétulo presente no recipiente que contém a
composi¢ao). | |
A administragdo pode ser em uma base quando necessaria ou
caso desejado, por exemplo, uma vez ao més, uma vez por semana, diaria-
mente ou mais de uma vez ao dia. De modo sirhilar, a administracdo pode
ser feita em dias intercalados, semanas, meses e mesmo de trés em trés
dias, ou semanas, ou meses, a cada quatro dias, semanas, ou meses e simi-
lares. A administragdo pode ser realizada véarias vezes ao dia. Quando utili-
zado como um suplemento aos requisitos dietéticos comuns, a composicéo

pode ser administrada diretamente ao animal ou de outra forma contatada

-ou administrada com o alimento diario. Quando utilizada como um alimento
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diario, a administragdo serd bem-conhecida dos versados na técnica co-
mum.

A administragcdo também pode ser realizada como parte de um
regime de dieta para o animal. Por exemplo, um regime de dieta pode com-
preender a ingestao regular pelo animal de uma composi¢cdo compreenden-
do, pelo menos trés ingredientes que aperfeicoam a longevidade, em uma
quantidade eficaz para aumentar a longevidade no animal. A ingestao regu-
lar pode ser uma vez, duas, trés, quatro ou mais vezes ao dia, em uma base
diaria. O objetivo da ingestdo regular é fornecer ao animal uma dose diaria
preferida dos ingredientes que aperfeicoam a longevidade, conforme exem-
plificado aqui. _ ,

A dose diaria das composigdes da invengao pode ser medida em
termos de gramas de antioxidantes, agentes antiglicagao, redutores do peso
corpdéreo ou gordura corporea, promotores de sensibilidade alta a insulina ou
insulina ou glicose no sangue em niveis baixos ou agentes antiinflamatérios
por kg de peso corpéreo (BW) do animal, conforme exemplificado aqui.

De acordo com os métodos da invengédo, a administragcdo das
composi¢coes da invengao, incluindo administragdo como parte de um regime
de dieta, pode ter um intervalo de tempo variando da gestacdo através da
vida adulta do animal. . | |

Os exemplos que se seguem sao providos para descrever a in-
vengao em maiores detalhes. Eles se destinam a ilustrar e ndo a limitar a.
invencgao.

Exemplo 1

O protocolo de alimentagdo teve onze meses de duragéo. Ca-
mundongos com quinze meses de vida [C57B1/6] foram alimentados com 24
g/semana [AIN-93M - American Institute of Nutrition (AIN) de férmula de die-
ta purificada para manutengdo de roedores maduros] (exceto para o grupo
de calorias restritas conforme especificado abaixo, que foi alimentado com
18 g/semana por onze meses. Os tratamentos consistiram na éuplementa-
¢ao do protocolo de alimentagéo basica com um ou mais dentre os trés co-

quetéis que se seguem:



10

15

20

25

30

30

- Coquetel I:

Composto Dose (ma/kg de dieta)

d-alfa-tocoferol , 500
Carotendides mistos naturais 50
Selenometionina (39% selénio) E 0,2 selénio -
Acido ascérbico (vitamina C) 450

Licopeno ‘ 50

‘Coquetel I;

Composto | Dose

(mg/kg dieta a menos que de outra forma declarado)

Tripicolinato de cromo 0,5
Extrato de semente de uva 250
Monometionato de zinco 15 mg/kg zinco elementar

(78 mg/kg Zn metionina)

CLA (65%) 7,7 g/kg
L-carnitina 490
AéetiI-L-carnitina 103
Carnosina 500
Coquetel lll: |
Composto ‘ Dose

(mg/kg dieta a menos que de outra forma declarado)

Oleo de peixe 26,5 g/kg
Extrato de curcumina 500
O projeto do protocolo foi como se segue:

Grupo Abreviatura Tamanho W Tratamento
1 201 LA (Dieta A) 15 Coquetel |
2 201 LB (Dieta B) 15 Coquetéis l e Il
3 201LC (DietaC) - 15 Coquetéis | e I
4 201 LD (Dieta D) 15 Coquetéis |, ll e llI
5 201 LE (Dieta E) 15 Nenhum coquetel

(controle negativo)
6 ~ 201LF (Dieta F) 15 Restricao de caloria
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Grupo Abreviatura Tamanho W Tratamento

(CR) (controle positivo)

Quando do término do protocolo de alimentagdo de onze meses,
todos os animais que sobreviveram foram sacrificados. As avaliagées foram
feitas com relagé@o aos aspectos fenotipicos, parametros bioguimicos e perfis
de expressao génica do musculo, tecido adiposo e linfécito, conforme descri-
to nos exemplos que se seguem. O musculo foi selecionado como uma fonte
de amostra em razdo de um tecido pds-mitético no qual as células ndo se
renovarao. Como tal, esse tecido refletiria a les@o relacionada ao envelheci-
mento e alteragdes associadas na expressao génica. Os linfocitos foram se-
lecionados como uma fonte de amostra alternativa, em razao da acessibili-
dade desse tecido, sem o uso de procedimentos invasivos, tais como, bidp-
sia. O tecido adiposo foi examinado em razédo do efeito pronunciado de de-
terminados tratamentos, a saber, dietas contendo Coquetel Il no teor da al-
mofada de gordura dos camundongos.
Exemplo 2

Os pesos corpéreos. dos animais foram medidos semanalmente
durante o protocolo de onze meses. Os resultados sdo mostrados na figura
1. Conforme pode ser visto, 0s pesos corpéreos totais mais altos foram man-
tidos pelo grupo de controle (Dieta E), com manuteng¢ao de peso corpdreo
similar pela Dieta A (Coquetel |) e Dieta C (Coquetel | e lll). Uma queda ini-
cial pronunciada no peso corpéreo foi vista nos animais da Dieta F (CR);
contudo, ao final do protocolo, pesos similarmente reduzidos foram vistos
nos animais alimentados com as Dietas B (Coquetel | e Il), D (Coquetel L1le
Ill) e F (CR). |

A figura 2 mostra alteragdes no peso Corpéreo, peso da carcaga
desnudada e peso da almofada de gordura dos animais nos onze meses do
protocolo de alimentagdo. As maiores alteragdes foram observadas nos ani-
mais alimentados com as Dietas B (Coquetel | e 1), D (Coquetel |, lle lll) e F
(CR). A maior parte dessas altera¢des foram em razéo da diminuigao no pe-

'so da almofada de gordura (figura 2, painel inferior).

As taxas de sobrevivéncia dos animais no protocolo sdo mostra-
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Tabela 2-1
. . Dieta C | Dieta D Dieta
(%'gtig (%gtieB_ (Co- | (Coque- | Dieta | E(sem
teﬁl) o] Iqe i | auetell| tell, |F(CR)| trata-

e lll) e lll) mento)

Ndmero de ,

camun- Y , ‘

dongos no 15 15 15 15 15 15

inicio

Numero de

camun-

dongosem | 10 11 9 9 12 7

onze me-

ses

Taxa de

sobrevi- 66,7% 73,3% | 60,0% | 60,0% | 80,0% | 46,7

véncia

Sumario:

, Nesse protobolo de alimentacgéo, as combinacbes de nutriente
contendo o coquetel Il resultaram no peso do corpo e gordura corpérea sig- ’
nificativamente inferior em comparagéo aos camundongos de controle e to-
dos os outros tratamentos, incluindo CR. A massa corpérea magra era simi-
lar aquela dos camundongos tratados com CR.

A CR resultou em uma taxa de sobrevivéncia mais alta (80%),
segUido pela Dieta B (coquetéis I+ll, 73%). Os camundongos de controle
tiveram taxa de sobrevivéncia mais baixa (46%). Devido ao tamanho de a-
mostra pequeno, nao foi determinado se CR ou coquetéis I#II tiveram impac-
to estatisticamente significativo na longevidade.

Exemplo 3 ,

Uma vez que a peroxidagédo lipidica € um indicador do estresse
oxidativo nas células e tecidos, os efeitos da CR e as varias dietas na pero-
xidagdo lipidica-no musculo foram avaliados. Os niveis de subprodutos de
peroxidagéb de acido graxo de malondialdeido (MDA) e 4-hidroxialcenais (4-

HDA) foram determinados no musculo dos camundongos que consumiram

‘as Dietas de coquetel A-D, bem como nos jovens (5 meses de idade) e ca-
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mundongos velhos (26 meses de idade) alimentados com a dieta de controle
AIN-93M e camundongos alimentados com a dieta CR (Dieta F).'Conforme
mostrado na figura 3, foi verificado que os camundongos alimentados com o
coquetel da Dieta C (Coquetel | + Ill) exibiram niveis altos de peroxidagédo
lipidica. Os niveis de peroxidagao lipidica nesses camundongos se aproxi-
maram muito dos niveis observados nos camundongos velhos alimentados
com a dita de controle AIN-93M. Em contraste, os animais alimentados com
as Dietas A (Coquetel 1), B (Coquetel | + ll, p<0,05), e D (Coquetel | + 11 + 11,
p<0,05) demonstraram niveis menores de peroxidagéo lipidica, em relacéo
aos camundongos velhos. Na realidade, os niveis de peroxidagéo lipidica
nos camundongos consumindo Dietas A, B, e D se aproximaram mais dos
niveis de peroxidagdo observados nos camundongos jovens. Deve ser ob-
servado que os camundongos alimentados com as Dietas A, B, e D exibiram
niveis menores de peroxidagdo lipidica em relagdo aos camundongos ali-
mentados Com a Dieta CR, e Dietas B (P<0,05) e D (p<0,05) produziram ni-
veis menores de peroxidagao lipidica, em relagao aos niveis observados nos
camundongos jovens. As Dietas A, B (p<0,05), e D (p<0,05) produziram ni-
veis menores de peroxidagao lipidica, em relagdo aos camundongos alimen-
tados com CR e Dietas B (p<0,05) e D (p<0,05) produziram niveis menores
de peroxidagao lipidica, em relagdo aos camundongos jovens.
Exemplo 4

Andlises de microfileira foram realizadas para determinar genes
que foram afetados significativamente pelo envelhecimento no mdsculo e
para determinar os efeitos da restricdo caldrica e as varias combinagdes de
nutrientes na expressao tais genes. O conjunto de Expressado de Camun-
dongo Affymetrix GeneChip® 430A (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA), con-
tendo grupamentos de sequéncia criados a partir da base de dados da Uni-
Gene (Build 107, Junho de 2002, National Center for Biotechnology Informa-
tion) foi analisado usando Software Operacional da Affymetrix GeneChip®.
Os dados foram norrﬁalizados e a base foi subtraida das analises.

Os genes submetidos a analise de dados em microfileira foram

selecionados de acordo com os critérios que se seguem: 1) genes que ndo
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foram detectados nos camundongos jovens (5 meses de idade) foram remo-
vidos; 2) diferengas significativas na intensidade de sinal em camundongos

jovens versus camundongos velhos, conforme determinado pelo teste t de

~Student (valor p de < 0,05 ou < 0,01 (duas distribui¢des de cauda); e 3) alte-

ragdes na intensidade de sinal: 2 1,2 e < -1,2 na intensidade (corresponden-
do a 20% de supra ou infra-regulagédo nos camundongos envelhecidos em
relagdo aos novos).

‘ Os efeitos dos varios regimes de dietas foram entao avaliados
para os genes selecionados. Os camundongbs foram alimentados com cada
uma das Dietas A-F cdnforme descrito no Exemplo 1. Se uma dada dieta
produziu um efeito preventivo no envelhecimento essa era avaliada em ter-
mos de intensidade de sinal na microfileira. A formula que se segue foi usa-
da para determinar o efeito preventivo de cada dieta: {100-[(jovem-
tratamento) X 100/(jovem-velho)]}.

De acordo com essa formula, para um dado gene, se os efeitos

observados para um dado regime de dieta se igualassem aos efeitos obser-

vados nos camundongo jovens, entdo a formulagéo de dieta prevéniria a
alteragdo induzida pela idade naquele gene em 100%. Se os efeitos obser-
vados para um dado regime de dieta fossem maiores que os efeitos obser-
vados nos camundongos jovens, entdo a formulagdo de dieta preveniria
mais de 100% da alteragdo associada a idade na expressdo génica. Se o0s
efeitos observados para um dado regime de dieta fossem inferiores aos efei-
tos observados nos camundongo jovens, porém superidres aos efeitos ob-
servados nos camundongos velhos, entdo a formulagéo de dieta preveniria
parcialmente as alteragdes induzidas pela idade na expressao génica. Se os
efeitos observados para um dado regime de dieta fossem inferiores aos efei-
tos observados nos camundongos velhos, entdo o regime de dieta seria
considerado como acelerando as altera¢6es induzidas pela idade na expres-
sao génica.

A alteragdo génica na intensidade de sinal para todos os genes

selecionados do tecido muscular do camundongo foi Calcula_da para camun-

-dongos alimentados com cada uma das dietas experimentais em relacdo aos
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camundongos velhos e os resultados sdo apresentados na figura 4. Toda as
dietas de coquetel preveniram, parcialmente, as alteragbes relacionadas a
idade na expressdo génica do tecido muscular, em relagdo aos camundon-
gos velhos. Embora as Dietas B (Coquetel | + Il) e C.(Coquetel | + llI) te-
nham produzido uma média ligeiramente inferior a 30% de prevengao, as
Dietas A (Coquetel 1) e D (Coquetel | + Il + Ill) produziram uma média ligei-
ramente superior a 30% de prevencgdo. Foi observado que os animais ali-

mentados com a Dieta F (regime de dieta CR) produ'zivram mais de 40% de

prevengdo das alteragdes induzidas pela idade na expressdo génica.

O numero de genes do tecido muscular no qual as dietas expe-
rimentais exercem um efeito estatisticamente significativo (p < 0,01) é apre-
sentado na Tabela 4-1.

Tipo do Gene Numero
Proteinas reguladoras da apoptose 4
Proteinas de adeséo celular ' 12
Proteinas reguladoras do ciclo celular/crescimento celu- 23
lar
Proteinas de organizagdo do cromossoma 4
Proteinas do desenvolvimento/diferenciagao celular 13
Proteinas de metilagdo do DNA 3
Proteinas de reparo do DNA/replicagdo do DNA 7
Proteinas do metabolismo energético . 22
Proteinas do metabolismo hormonal 5
Proteinas de resposta inflamatéria - 20
Proteinas do metabolismo geral 10
Fatores neuronais 3
Fosforilagdo da proteina/proteinas de modificagao da 15
proteina
Proteinas de sintese da proteina ' 16
Proteinas de transporte da proteina - 16
Proteinas de metabolismo do' RNA 7
Proteinas de transducao de sinal 22
Proteinas de resposta ao estresse _ 30
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Tipo do Gene Ndmero
Proteinas estruturais 24
Fatores de transcricao 34
Proteinas de transporte ' 16
Outras fungoes , 17
Fungodes desconhecidas 108
Efeitos gerais das Dietas (numero total de genes) 431

Alteragbes no corpo que conduziram ao envelhecimento e doen-
¢as relacionadas ao envelhecimento emcluem apoptose induzida por estres-
se aumentado, inflamag&do aumentada, estresse oxidativo aumentado, via de
inulina-IGF-1 comprometida e sensibilidade a ihsulina comprometida. Con-
seqUéntemente, a restricdo caldrica e as varias dietas experimentais descri-
tas aqui foram avaliadas quanto aos seus respectivos efeitos nos genes es-
pe'cificos relacionados a essas alteragdes.

A figura 5 mostra os efeitos preventivos da CR e dos'coquetéis
de dieta nas alteragdes génicas de apoptose induzidas pelo envelhecimento
nos musculos dos camundongos. Todas dietas de coquetel demonstraram
um efeito mensuravel nos genes relacidnados a apoptose no tecido muscu-
lar em relagéo aos camundongos velhos.

Os efeitos da CR e dos coquetéis de dieta também foram avalia-
dos para os genes especificos relacionados a apoptose. Conforme mostrado
na Tabela 4-2 abaixo, a CR e os coquetéis de dieta exerceram efeitos pre-
ve.ntivos no aumento induzido por envelhecimento nos genes relacionados a
apoptose. De modo similar, conforme mostrado na Tabela 4-3, a CR e os
coquetéis de dieta exerceram efeitos preventivos na diminuigdo induzida pe-
lo envelhecimento nos genes relacionados a apoptose.

Tabela 4-2: | |
Efeitos preventivos (%) no aumento induzido por envelhecimento

em genes relacionados a apoptose

Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D Dieta F
M (I+11) (I'+ 11 d+0+1)| (CR)

Ciclina L2 (i- 86 51 48 78 82
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Dieta A
)

Dieta B
(1+1m

Dieta C
(r+ 1

(1 + 1+ 1)

Dieta D

crescimento

celular tumo-
ral, promogao
da apoptose)

Delta Sleep
induzindo i-
munoreator de

1)

peptideo (Dsip

47

55

86

Proteina ati-
vada por mi-
tégeno, cina-
se cinase 7
(Map2K7)

47

94

70

51

36

Promotor de
exterminio
associado a
Bcl (Bad)

21

87

68

Gene de ade-
noma pleimor-
fico similar a 1
(Plag 1 1)

89

115

83

Tabela 4-3:

Efeitos preventivds (%) na diminuigdo induzida por envelhecimento nos ge-

nes relacionados a apoptose.

Dieta A
U

Dieta B
(1+ 1)

- Dieta C

(1 + 1)

Dieta D
(I+ 1+

Dieta F
(CR)

Clusterina
(sCLU:
citoprope-
tora, n-
CLU-pré-
apoptose)

23

23

-17

4

55

Precursor
da protei-
na de li-
gacgao B-
amiléide

36

29

55

38

25

Em seguida, os efeitos preventivos de CR e dos coquetéis de

dieta nas alteragbes génicas da resposta de estresse relacionada ao enve-
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lhecimento foram avaliados nos musculos dos camundongos, os resultados
sendo mostrados na figura 6. A resposta ao estresse aumentada no enve-
lhecimento no tecido muscular inclui expressdo aumentada de proteinas in-
duziveis de choque térmico, aumento na expressao génica induzivel de le-
sao de DNA e aumento da expressao génica induzivel de estresse oxidativo. -
Todas as dietas de coquetel demonstraram um efeito mensuravel nos genes
de resposta de estresse relacionados a idade no tecido muscular em relagao
aos camundongos velhos (figura 6).

Os efeitos da CR e dos coquetéié de dieta também foram avalia-
dos para os genes de résposta de estresse especifica no musculo. A tabela
4-4 mostra os efeitos preventivos da CR e dos coquetéis de dieta no aumen:-
to induzido pelo envelhecimento nas proteinas de choque térmico. A tabela
4-5 mostra os efeitos preventivos da CR e dos coquetéis de dieta no aumen-
to induzido pelo envelhecimento nos genes que induzem ieséo ao DNA. A
tabela 4-6 mostra os efeitos preventivos da CR e dos coquetéis de dieta no
aumento induzido por envelhecimento nos genes induziveis da tensido oxida-
ti\}a. A tabela 4-7 mostra os efeitos preventivos de CR e dos coquétéis de
dieta no aumento induzido por envelhecimento nos genes relacionados ao
estresse, de modo geral.

Tabela 4-4: ,
Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel no aumento induzido por
envelhecimento em HSP.

Dieta A | DietaB | DietaC | DietaD | DietaF
()] I+ P a+my | @+0+1] (CR)

Proteina 4 do Choque 24 36 57 31 45
Térmico (HSP70)
Proteina 1 do choque 37 54 31 14 41

térmico, beta (Hsp84 ou
Hsp84-1 ou Hsp90)

Proteina 2 do choque 59 34 40 31 56
térmico (Proteina do
choque térmico de 27
kDa)
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Tabela 4-5:
Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel no aumento

induzido por envelhecimento nos genes que induzem lesdo ao DNA

. . . ‘ Dieta D | Dieta
Dieta A | Dieta B | Dieta C 1+ + F

O R I O e )

Homélogo de 38 75 45 69 8
PRP19/PSO4 '
(DSB reparo de DNA)

Proteina 1 de ligagdode | 15 8 6  |-16 42
DNA especifica para lesdo ‘
(Ddbp1)

Proteina 2 de ligagao de 76 54 112 96 46
DNA especifica para lesdo
(Ddbp2) (reparo gendémico
global/reconhecimento de
lesao/reparo de nao com-
binagao/supressor de tu-
mor) : '

Fator nuclear I/C (replica- 149 |69 -146 5 96
¢ao de DNA) ‘

Tabela 4-6: |
5 Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel no aumento induzido por

envelhecimento nos genes induziveis de estresse oxidativo

. ‘Dieta B Dieta C DietaD | DietaF

Dieta AN | "y | a+my |a+n+m| (CR)
Glutationa 34 36 25 61 - | 53
peroxidase 4
(PHGPx)
Proxiredoxina | 59 44 30 21 52
1 (tioredoxina ‘ '
peroxidase 2)
Proteina de 95 82 82 58 123
interagao da : '
tioredoxina
Glutationa 47 25 - | 46 33 54
reductase 1
(Grs)
Xantina desi- | 61 41 75 79 72
drogenase
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. DietaB | DietaC Dieta D Dieta F
Dieta A\ "5y | a+my |g+n+m| (CR)
Proteina ci- 47 94 70 51 36
nase cinase
ativada por
mitégeno
(Map2k7)
Tabela 4-7:

Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel no aumento induzido por

envelhecimento nos genes relacionados ao estresse

Dieta A
)]

Dieta B
(r+1m

Dieta C
(I+ 1)

Dieta D
I+ II_+ ny

Dieta F
(CR)

Proteina de liga¢ao
de RNA induzivel de
resfriado (supressao
induzida por resfria-
do da proliferagao
celular)

50

77

13

60

99

Fator de biogénese
peroxisomal 11b
(organizagao do pe-
roxisoma e biogéne-
se)

66

64

61

38

92

Repeticdo de tetra-
tricopeptideo rico
em glutamina pe-
quena (TPR)-
contendo alfa (co-
chaperona que se
liga ao HSC70 e
HSP70 e regula a
atividade de ATPa-

se)

78

33

- 99

Em seguida, os efeitos preventivos da CR e os coquetéis de die- -

ta nas alteragdes dos genes na resposta inflamatéria relacionada a idade

foram avaliados do musculo dos camundongos, os resultados sendo mos-

trados na figura 7. Todas as dietas de coquetel demonstraram um efeito-

mensuravel nos genes de resposta ao estresse relacionados ao envelheci-

mento no tecido muscular em relagdo aos camundongos velhos.

Os efeitos da CR e dos coquetéis de dieta também foram avalia-
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dos quanto aos genes de resposta inflamatéria especifica no musculo. Con-
forme mostrado na Tabela 4-8 a seguir, a CR e os coquetéis de dieta exer-
ceram efeitos preventivos no aumento induzido por envelhecimento nos ge-
nes relacionados a inflamacao/imune. De modo similar, conforme mostrado
~na Tabela 4-9, a CR e os coquetéis de dieta exerceram efeitos preventivos
na diminuigao induzida pelo envelhecimento nos genes relacionados a infla-
magao/imune.

Tabela 4-8:

Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel no aumento induzido por

envelhecimento nos genes relacionados a inflamagao/imune

Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D Dieta F
(N (1+11) (F+ 1y | d+0+1m (CR)

Proteina Ubi- | 89 11 3 -49 80
quitina Tioles- ’
terase (O-
TUB1)

Proteina de . 46 14 50 24 79
ligagdo de e- :
lemento pro-
motor do nu-
cleo

Antigeno 49 78 92 110 54
CD59a (inibi- N

dor potente da
agao comple-
xa de ataque
da membrana
complementar)

Tabela 4-9:
Efeitos preventivos (%) da CR e dietas de coquetel na diminuigdo induzida

pelo envelhecimento nos genes relacionados a inflamagao/imune

DictaA | DietaB | DietaC | 28D | pitaF
(r+1+

(M (1+11) (1 + ) ny (CR)

Proteina 1 de

ligacao da 24 23 4 12 22
sequéncia de

consenso do
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DictaA | DietaB | Dietac | D@D | pigtaF
(I+1+

(1) A+ | @+ ) (CR).

interferon
(Ilcsbp 1)

Interleucina
16 30

Antigeno
CD790B

| Precursor de
citocina B13 :
induzivel pe- 116 116 -12 | 120 98
que-

na,(CxClI3)

Antigeno
CD79A 39 70 -7 39 -7
(CD79a) -

Receptor Fc,
IgE, baixa afi-
nidade Il, poli-
peptideo alfa

26 -8 2 15

43 66 -14 31 -20

Receptor de ‘
complemento 41 38 -48 -10 -10
2 .

Precursor da
proteina 2
relacionado a
uteroglobina
(familia da
secretoglobina
3A, elemento
1, proteina
antiinflamaté-
ria)

Receptor da ' .
imunoglobuli- -46 7 -38 -10 32
na polimérica .

Os resultados dos efeitos totais da idade, CR e das vérias formu-
Iégé‘)es de dieta descritos aqui na expresséo do substrato de receptor de in-
sulina 1 (IRS-1) foram também avaliados.vAs intensidades de sinal de IRS-1
foram determinadas na microfileira para tecido muscular do camundongo,

‘em camundongos alimentados com cada uma das dietas de coquetel e em
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camundongos alimentados com um regime de dieta de restricdo calérica, e
foram comparados as intensidades de sinal IRS-1 no tecido muscular a partir
de camundongos jovens e velhos de controle (figura 8). Os camundongos
alimentados com coquetéis das Dietas A (I), C (I + lll), e D (I + Il + 1ll) mos-

traram as intensidades de sinal mais baixas para IRS-1, que estavam ape-

nas ligeiramente acima das intensidades de sinal para IRS-1 observadas nos
camundongos de controle velhos. Os camundongos alimentados com a Die-
ta B de Coquetel (I + II) mostraram a intensidade de sinal maior entre as die-
tas de coquetel, que estava ligeiramente abaixo da intensidade de sinal ob-
servada nos camundongos jovens de controle. Os camundongos da Dieta F
(CR) demonstraram a maior intensidade de sinal, que foi determinada como
sendo superior a intensidade de sinal observada nos camundongos jovens
de controle.

Os efeitos preventivos da CR e dos coquetéis de dieta na redu-
¢éo induzida pelo envelhecimento da expressdao muscular de IRS-i foram
avaliados no musculo dos camundongos, conforme mostrado na figura 9.
Consistente com os resultados observados na intensidade de sinal IRS-1
(figura 8), os -camundongos alimentados com os coquetéis das Dietas A (I),
C (1 + 1), e D (I + Il + 1ll) mostraram os menores efeitos preventivos contra
redugéo induzida por envelhecimento na expressao de IRS-1 (figura 9). Os
camundongos alimentados com coquetel B (I + II) demonstraram os efeitos
preventivos mais fortes contra redugéo’ na expresséo de IRS-1 entre as die-
tas de coquetel testadas. Os camundongos alimentados com o regime de.
dieta CR demonstraram um efeito preventivo significativamente maior em
relagdo aos camundongos alimentados com coquetel, o que de fato, foi mai-
or que o efeito observado nos controles jovens. |
Sumaério:

A restrigao caldrica exerceu mais de 40% de prevengao das alte-
ragdes induzidas pela idade na expressdo génica e retardou, parcialmente,
as alteragOes induzidas pelo envelhecimento em muitas vias que estdo en-
volvidas no processo de envelhecimento e doengas relacionadas ao enve-

lhecimento, por exemplo, genes da apoptose, genes relacionados ao estres-
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se, reparo do DNA e expresséo génica relacionada a inflamagao, e preveni-
ram completamente a diminui¢do induzida pelo envelhecimento na expres-
sdo do genes relacionado a sinalizagéo de insulina no tecido muscular do
camundongo. Todas dietas de coquetel também preveniram, parcialmente,
as alteragdes relacionadas a idade na expressao génica do tecido muscular-
com relagao aos camundongos velhos. As Dietas B (Coquetel | + II) e C
(Coquetel | + Ill) produziram uma média de ligeiramente mais de 30% de

‘prevencdo, as Dietas A (Coquetel 1) e D (Coquetel | + Il + 1) produziram

uma média ligeiramente superior a 30% de prevengdo. Além disso, as com-
binagbes de nutrientes descritas aqui reverteram parcialmente algumas das
alteragOes induzidas pelo envelhecimento em muitas vias qUe estdo envolvi-
das no processo de envelhecimento e doengas relacionadas ao envelheci-
mento, por exemplo, genes de apoptose, genes relacionados ao estresse,
reparo do DNA e expressédo génica relacionada a inflamagédo. O Coquetel |

sozinho demonstrou algum efeito preventivo na diminuigdo da expresséo de

IRS-1 induzida pelo envelhecimento. Os coquetéis | + || demonstraram efei-

tos preventivos maiores na diminuigdo da expressio génica de IRS-1 induzi-
da por envelhecimento, em relagdo ao coquetel | sozinho. |
Exemplo5 o

Analises de microfileira foram realizadas para determinar genes
que foram afetados significativamente pelo envelhecimento nos linfécitos e
para determinar os efeitos da restricao calérica e das varias combinagtes de
nutrientes na expressdo de tais genes. Conjunto de Expressdo de Camun-
dongo Affymetrix GeneChip® 430A (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA), con-
tendo grupamentos de seqiéncia criados da base de dados da UniGene
(Build 107, Junho de 2002 (National Center for'Biotechnology Information)
foram analisados usando Software Operacional Affymetrix GeneChip®, con-
forme descrito no Exemplo 4. Os genes submetidos & analise de dados de
microfileira foram selecionados de acordo com os critérios estabelecidos no
Exemplo 4, como foi a avaliagao dos efeitos dos varios regimes de dieta nos
genes selecionados. | ‘ |

A alteragdo média na intensidade de sinal para todos os genes
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selecionados do tecido muscular do camundongo foi calculada para os ca-
mundongos alimentados com cada uma das dietas experimentais em rela-
¢do aos camundongos velhos e os resultados sdo apresentados na Tabela
5-1.

Tabela 5-1:

Prevencao (%) de alteragdes relacionadas ao envelhecimento na expressao

génica nos linfécitos por CR ou dieta

52“’2‘;;08 DietaA | DietaB | DietaC | DietaD | Dieta F

Funcéao afgeta- (D/Velho | (1+I)/Vel | (I+H1)/Vel | (I+11+111) | CR/Vel
s hos hos /Velhos hos
dos)

Ciclo (7) 43 35 49 94 42
celu-
lar/cresci
mento
celular
Biossin- (11) 26 22 14 24 24
tese da
proteina : }
Trans- (8) 27 28 21 30 35
porte de '
proteina
Metabo- (13) 43 62 51 55 48
lismo de
RNA
Trans- (11) 33 33 32 22 37
ducéao de ’
sinal
Desco- (37) 41 46 39 45 37
nhecido . :
Total (127) 37 42 36 | 43 37

Conforme pode ser visto da Tabela 5-1, todas dietas de coque-
tel, bem como da CR, preveniram as alteragdes relacionadas a idade na ex-
pressé@o génica do linfécito, em relagdo aos camundongos velhos. As Dietas
A, (Coquetel 1), C (Coquetel | + 1ll) e F (CR) produziram uma média ligeira-
mente inferior a 40% de prevencdo, as Dietas B (Coquetel | + I1) e D (Coque-

tel I + Il + Ill) produziram uma média ligeiramente superior a 40% de preven-
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CR Dieta A |DietaB |DietaC Diete_i D
Enve- - _ .
Fungdo | lheci- | 0,01/0,05 | 0,01/0,05 | 0,01/0,05 | 0,01/0,05 | 0,01/0,05
, mento
Metabo- , . ‘
lismodo \ g | gy 2/2 2/3 23 | 12
aminoa-
cido . |
| Angio- 5 2/3 0/0 0/3 o/ 0/2
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cao.
Exemplo 6

Analises de microfileira foram realizadas para determinar genes
que foram afetados significativamente pelo envelhecimento no tecido adipo-
so e para determinar os efeitos da restricdo caldrica e das varias combina--
¢Oes de nutrientes na expressado de tais genes. Conjunto de Expressido de
Camundongo Affymetrix GeneChip® 430A (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA),
contendo grupamentos de seqiéncia criados da base de dados da UniGene
(Build 107, Junho de 2002, National Centef for Biotechnology Information)
foram analisados usando Software Operacional Affymetrix GeneChip®, con-
forme descrito no Exemplo 4. Os genes submetidos a analise de dados de
microfileira foram selecionados de acordo com os critérios estabelecidos no
Exemplo 4, como foi a a\)aliagéo dos efeitos dos vérios regimes de dietas
nos genes selecionados. |

A figura 10 mostra um Sumario das alteragbes relacionadas a

idade na expressdo génica do tecido adiposo. Conforme pode ser visto, 643

genes, representando uma variedade de fungdes conhecidas e desconheci-
das, exibiram niveis alterados de expressdo nos camundongos velhos em
comparagao aos camundongos jovens (p < 0,01).

~ Ainfluéncia da CR ou regime de dieta na expressao génica rela-
cionada ao envelhecimento, no tecido adiposo, € mostrada na figura 10 e na
Tabela 6-1.
Tabela 6-1:
Sumario das Influéncias das dietas nas alteragdes relacionadas a idade na
expresséo génica, no Tecido Adiposo (em p<0,01 e p<0,05)
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génese

Apopto-
se

25

6/11

3/10

4/8

4/8

2/8

Adesao
celular

17

4/5

1/5

5/8

3/4

2/6

Cresci-
mento
celular
efou
manu-
tencao

36

10/15

3/11

6/10

5/15

9/13

Prolife-
racao
celular

27

6/11

3/6

6/13

1/4

3/8

Trans-
porte de
elétrons
e sinte-
se de
ATP

0/0

0/0

02

0/0

0/0

Remo-
delagao
da ma-
triz ex-
tracelu-
lar

01

0/0

11

0/0

0/1

Respos-
ta imune
e infla-
macao

32

11/15

a7

6/16

3/6

- 5/9

Metabo-
lismo,
carboi-
drato

10

2/3

1/2

2/3

0

3/4

Metabo-
lismo,
acido -
graxo

0/2

0/1

2/2

01

2/2

Metabo-
lismo,
lipideo

17

1/6

2/3

5/7

0/3

5/8

Metabo-
lismo do
acido

16

6/8

3/6

1/7

3/6

11
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nucléico

Degra-
dacao
da pro-
teina

Metabo- ' '
lismo da 28 9/19 4/9 6/10 6/9 6/11
proteina

Modifi-
cagao
da pro-
teina

7 2/4 5/7 0/1 3/5 0/3

11 3/4 | 5/8 2/5 4/6 2/2

Sintese '
da pro- 6 0/2 2/3 1/4 1/1 0/1
teina

Respos-
ta aos

estimu- 5 0/0 11 1/1 1/2 1/2
los ex-
ternos

Respos- 20 6/9 2/6 3/8 1/4 4/6
taa ‘
transdu- . A
¢ao de 55 15/24 11/18 11/20. 8/18 10/14
sinal do _

estresse

Trans-

crigdo 62 | 12/30 6/8 9/19 6/10 717

Trans-

porte 46 17/24 13/18 10/18_' .8/18- - 9/16

Desco-

nhecido 118 25/51 16/36 20/46 18/39 22/43

Conforme pode ser visto da figura 11, a CR e cada uma das Die-
tas A-D (e uma combinagao) preveniu determinadas porcentagens de altera-
¢Oes observadas com relagéo a idade na expre'sséo génica. A maior influén-
cia foi observada com a CR; contudo, influéncias significativas foram tam-
bém observadas com cada uma das Dietas testadas. A tabela 6- prové um
histérico do gene influenciado pela fungao.

As figuras 12-16 mostram analises diferentes dos dados. Nessas
-anélises, a influéncia da CR ou de cada uma das quatro Dietas nas altera-
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¢cOes relacionadas a idade na expressao de genes especificos foi colocada
em grafico. Apenas 0s genes possuindo uma alteragdo relacionada a idade
na expressao e uma alteragéo relacionada a CR ou a dita na expressao séo
mostrados. O eixo X de cada gréafico representa 0 aumento ou diminuigdo
em vezes na expressao de um gene em camundongos velhos versus jovens.
O eixo Y de cada grafico representa o aumento ou diminuigdo em Vezes na
expressao génica daquele gene como um resultado do tratamento (CR ou

uma dentre as Dietas A-D). Assim, por exemplo, se um gene especifico exi- |

be um aumento de dez vezes na expressdo em camundongos velhos versus

jovens e exibe uma diminuigdo de seis vezes na expressdo como um resul-
tado do tratamento com dieta, aquele tratamento é dito como prevenindo ou
impedindo a alteragéo relacionada a idade na expressdo daquele gene es-
pecifico. Consequentemente, os quadrantes superior esquerdo e inferior di-
reito de cada grafico mostrado nas figuras 12-16 representam genes cuja
alteragdo relacionada a idade na expresséo pode ser prevenida, pelo menos.
em parte, por uma interveng¢do de dieta. Em contraste, os quadrantes supe-
rior direito e inferior esquerdo de cada grafico mostrado nas figuras 12-16
representa os genes cujas altéragéo relacionada a idade na expressao pro-
vavelmente nao foi influenciada peia intervengao da dieta.

Conforme pode ser visto das figuras 12-16, do nimero de genes
cuja expressao foi afetada pelo envelhecimento e pelos tratamentos de dieta

respectivos, a grande maioria das alteragdes relacionadas a idade foi preve-

" nida ou revertida, a uma extensao variada, pelo tratamento com a dieta. Es-

ses resultados variaram de 68% (Deita D, COquetéis I+ 11+ 111) a 97% (CR).
De modo a resumir os dados apresentados acima, foi observado

- que a CR preveniu o maior numero de alteragdes associadas a idade na ex-

pressdo génica do tecido adiposo. As Dietas A, B, C e D também reduziram

o desenvolvimento de muitas alteragdes associadas & idade na expressdao

génica. Como um exemplo, foi observado que a expressdo Pltp foi aumenta-
da em todas as dieta_s, possivelmente devido a influéncia do quuetel I, que
estava presente em todas a dietas.

A proteina CD59a é conhecida como sendo um regulador do
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complexo de ataque da membrana (cascada complementar). A 'expresséo
desse gene nos camundongos velhos versus jovens e como influenciada
pelos regimes de dieta foi examinada. Os resultados sdo mostrados na figu-
ra 17. Conforme pode ser visto na figura, a expressdo desse gene aumentou
nos individuos velhos em 1,6 vezes em comparacdo aos individuos jovens..
Notavelmente, a CR e cada uma das Dietas A-D foram capazes de diminuir
a expressdo desse gene em comparagdo ao controle "velho" e, em alguns
casos, mesmo abaixo do valor observado no controle "jovem". ‘

A presente invengdo ndo esta limitada as concretizagdes descri-
tas e exemplificadas acima, porém é capaz de sofrer variagdes e modifica-

¢Oes dentro do escopo das reivindicagdes apensas.
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REIVINDICAGCOES

1. Formulagdo de dieta compreendendo pelo menos trés ingre-
dientes, cada um dos quais se encontrando em uma categoria dentre as cin-
co diferentes dos ingredientes que aperfeicoam a longevidade por mimetiza-
rem, pelo menos, um efeito de promog¢éo de longevidade de restrigao calori-
ca, em que as categorias sao:

(a) antioxidantes;

(b) agentes antiglicagao;

(c) redutores de peso corpéreo ou gordura corpérea;

(d) promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou gli-
cose baixa no sangue; e

(d) agentes antiinflamatdrios.

2. Formulagao de acordo com a reivindicagao 1, em que os anti-
oxidantes s&o sollveis em agua. '

3. Formulagéo de acordo com a reivindicagao 2, em que os anti-
oxidantes soliveis em agua incluem um ou mais dentre Vitamina C, polife-
ndis, proantocianidinas, antocianinas, bioflavondides, uma fonte de selénio,
acido alfa-lipdico, glutationa, Catequina, epicatequina, epigalocatequina, ga-
lato de epicalocatequina, galato de epicatequina ou cisteina.

4. Formulagao de acordo corh a reivindicagdo 3, em que a fonte
de selénio é pelo menos um dentre selenita de sddio, selenato de sédio ou
L-selenometionina.

5. Formuiagéo de acordo com a reivindicagdo 1, em que os anti-
oxidantes sdo soluveis em gordura.

6. Formula¢éo de acordo com a reivindicagdo 4, em que os anti-
oxidantes soluveis em gorduras incluem um ou mais dentre Vitamina E, ga-
ma-tocoferol, alfa-caroteno, beta-caroteno, luteina, zeaxantina, retinal, asta-
xantina, criptoxantina, carotendides mistos naturais, Iicbpeno ou resveratrol.

7. Formulagéo de acordo com a reivindicagdo 1, contendo antio-
xidantes soltiveis em gordura e solliveis em agua. |

8. Formulagéo de acordo com a reivindicagédo 6, em que os anti-

oxidantes incluem Vitamina E, Vitamina C, carotendides naturais, uma fonte
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de selénio e licopeno.

9. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que os a-
gentes antiglicagao incluem um ou mais dentre carnosina ou aminoguanidi-
na. |

10. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 1, em que os re--
dutores de peso corpdreo ou gordura corpérea incluem um ou mais dentre
acido linoléico conjugado, L-carnitina, acetil-L-carnitina, piruvato, acidos gra-
xos poliinsaturados, &cidos graxos de cadeia média, triglicerideos de cadeia
média, ou isoflavonas de soja e seus metabdlitos.

11. Formulégéo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o0s
promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou glicose baixas no
sangue incluem um ou mais dentre uma fonte de cromo, cinamono, extrato
de cinamono, polifendis de cinamono e hamameélia, extrato do gréo de café,
acido clorogénico, acido caféico, uma fonte de zinco, ou eXtrato de semente
de uva.

12. Formulagao de acordo com a reivindicacdo 1, em que os a-
gentes antiinflamatérios incluem um ou mais dentre uma fonte de &cidos |
graxos 6mega-3 ou uma fonte de curcumina. |

13. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 12, em que a
fonte de acido graxo de 6mega 3 é pelo menos um dentre acido o-linolénico,
acido eicossapentendico, acido docossapentendico, acido docossahexandi-
co, semente de linho, déleo de linho, nozes, dleo de canola, germe de trigo,
ou dleo de peixe. | |

14. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 12, em que a
fonte de curcumina é (1,7-bis-(4-hidréxi-3 metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-
diona; 1-(4-hidroxifeniI)-7-(4-hidréxi-3-metoxifeniI)-hepta-1 ,6-dieno-3,5-diona;
1,7-bis-(4-hidroxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona), - desmetoxicurcumina ou
bisdesmetoxicurcumina. | | |

15. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 1, compreenden-
do pelo menos um inibidor de les&o por glicagéo, pelo menos um redutor de
peso corpéreo e gordura; e pelo menos um prorhotor de sensibilidade alta a

-glicose e baixo teor de insulina/glicose no sangue.
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16. Formulagdo de acordo com a reivindicagdao 15, compreen-
dendo, adicionalmente, pelo menos um antioxidante.

17. Formulagéo de acordo com a reivindicacdo 16, compreen-
dendo, adicionalmente, pelo menos um agente antiinflamatdrio.

18. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 1, compreenden-

- do pelo menos um antioxidante e pelo menos um agente antiinflamatério.

19. Composigdo, que é um produto para alimentar animais de
estimagéo, um suplemento de dieta ou um produto para alimento humano,
compreendendo formulagdo como definida na reivindicagao 1.

20. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 19, que é um
produto para alimentar animais de estimagéo ou suplemento de dieta formu-
lado para consumo por um animal de estimagao.

21. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 20, em que 0
animal de estimagéo € cdo ou gato.

22. Método para aumentar a longevidade em um animal, com-
preendendo administragdo ao animal, em bases regulares, de uma formula-
cao de dieta compreendendo pelo menos trés ingredientes, cada um dos
quais se encontrando em uma categoria dentre uma das cinco diferentes de
ingredientes que aperfeicoam a longevidade por mimetizarem pelo rhenos
um efeito de promogéo de longevidade de restrigdo calérica, em que as ca-
tegorias sao:

(a) antioxidantes;

(b) agentes antiglicagao;

(c) redutores de peso corpéreo ou gordura corpérea;

(d) promotores de sensibilidade alta  insulina ou insulina ou gli-
cose baixas no sangue; e

(e) agentes antiinflamatérios, em uma quantidade eficaz para
aumentar a longevidade do animal.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, em que o animal
€ um animal de estimagéo.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 23, em que o animal
€ um c&o ou gato.
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25. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que a formu-
lagcéo de dieta faz parte do produto alimenticio para animal ou um suplemen-
to de dieta. »

26. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que a formu-
lagdo de dieta é administrada como parte de um regime de dieta selecionado
de: uma vez ou mais por dia, uma vez ou mais por semana, ou uma vez ou
mais por més.

' 27. Uso de uma formulagéo de dieta na fabricagdo de uma com-
posicdo para aumentar a longevidade em um animal, em que a formulagao
de dieta compreende pelo menos trés ingredientes, cada um dos quais se
encontrando em uma categoria dentre uma das cinco diferéntes de ingredi-
entes que aperfeicoam a longevidade por mimetizarem pelo menos um efeito
de promogédo de longevidade de restrigdo caldrica, em que as categorias
sao:

(a) antioxidantes;

(b) agentes antiglicagao;

(c) redutores de peso corpdreo ou gordura corpdrea;

(d) promotores de sensibilidade alta a insulina ou insulina ou gli- |
cose baixas no sangue; e

(e) agentes antiinflamatérios.

28. Uso de acordo com a reivindicagdo 27, em que o animal é
um animal de estimagéo.

29. Uso de acordo com a reivindicagao 28, em que o animal 6
um cao ou gato.

30. Uso de acordo com a reivindicagdo 27, em que a formulagao
de dieta faz parte de um produto alimenticio para' animais ou um suplemento
de dieta. | |

31. Uso de acordo com a reivindicagéo 27, em que a formulagao
de dieta é administrada como parte de um regime de dieta selecionado de:
uma vez ou mais por dia, uma vez ou mais por semana, ou uma vez ou mais

por més.
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Alteragdes no peso corporeo (BW), Peso da Carcaga Desnudada (SCW)
e Peso Total da Almofada de Gordura (TFP) nos camundongos LifeGen
apos 11 meses de alimentagao

#BW
aSCW

Peso (g)

CR controle

coquetéis coquetéis coquetéis

coquetel |
H Kl KR
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Genes relacionados a apoptose
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Resposta inflamatéria
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RESUMO
Patente de Invengdo: "SISTEMA NUTRICIONAL E METODOS PARA AU-

MENTAR A LONGEVIDADE".
A presente invengéo refere-se as formulagdes de dieta e -méto-

~dos para mimetizar os efeitos fisiologicos, 'biquimicos e de expressao géni-

ca de restrigdo de calorias sem alterar a ingestdo da dieta. As formulagdes
incluem combinagdes de nutrientes que possuem vérias fungdes pretendidas .
no corpo, que se encontram em trés ou mais das atividades que se seguem;

4 "(1) atividade antioxidante; (2) inibi¢do da leséo por glicagéo; (3) redugéo do

peso corpéreo e gordura; (4) promogao de alta sensibilidade a insulina e bai-
xo teor de insulina/glicose no sangue; e (5) atividade antiinflamatéria.
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