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Resumo

O envelhecimento € um processo fisiopatoldgico que resulta em alteragfes estruturais e
funcionais que se associam a doencas cronicas e incapacitantes, impossibilitando a
manutencdo dos sinais vitais. Com a inversdo demografica existente nos paises
desenvolvidos, aumentou o estudo de intervengdes comportamentais. A restri¢do calorica
é o regime alimentar mais consistente no aumento da longevidade e tem efeitos benéficos
em doengas cardiovasculares, na diabetes mellitus e doengas neurodegenerativas. Atua
por uma variedade de mecanismos, destacando-se as sirtuinas e as suas vias metabolicas,
que regulam o metabolismo lipidico e glicidico, aumenta a eficAcia do metabolismo
mitocondrial, tem efeitos anti-inflamatorios, de supressdo tumoral e participa na
regulacdo epigenética. Dada a dificuldade em conduzir estudos no ser humano e a
existéncia de efeitos secundarios, aumentou o estudo de outros regimes alimentares com
efeitos benéficos na longevidade e salde que mimetizassem a restri¢do caldrica, como a
dieta mediterranica. Os seus mecanismos de acdo ainda nao estdo esclarecidos, no
entanto, alguns dos seus compostos como o resveratrol, encontrado na uva e vinho tinto,
atuam como miméticos da restri¢do caldrica pela ativacao das sirtuinas. Este € 0 composto
natural ativador das sirtuinas, mais potente, e apresenta resultados positivos no
metabolismo glicidico, a nivel cardiovascular e de neuroproteccdo. No entanto, dadas a
existéncia de limitacdes, o estudo e desenvolvimento de ativadores sintéticos é uma area
promissora no objetivo de aumentar a longevidade com um envelhecimento saudavel.
Esta dissertacdo teve por objetivos: identificar o paralelismo fisiopatologico entre a
restricdo caldrica e a dieta mediterranica e os seus efeitos na saude e no envelhecimento;
identificar e compreender a relacdo das sirtuinas com as doencas associadas ao
envelhecimento. Para isso realizou-se uma pesquisa bibliografica na base de dados

Pubmed onde se obtiveram os artigos para a realizacdo deste trabalho.



Abstract

Aging is a pathophysiological process that results in structural and functional
modifications that are associated with chronic and incapacitating diseases, making it
impossible to maintain vital signs. With the demographic inversion existing in developed
countries, the study of behavioural interventions increased. Caloric restriction is the most
consistent diet therapy in increasing longevity and has beneficial effects on
cardiovascular diseases, diabetes mellitus and neurodegenerative diseases. It acts by
multiple mechanisms, highlighting the sirtuins and their metabolic pathways, which
regulate lipid and glucose metabolism, has anti-inflammatory and tumor suppressor
effects and participates in epigenetic regulation. Given the difficulty in conducting studies
in humans and the existence of side effects, the study of other diet therapies with beneficial
effects on life and healthspan that mimic caloric restriction, such as the mediterranean
diet, was increased. Its mechanisms are still unclear, however, some of its compounds
such as resveratrol, found in grape and red wine, act as mimetics of caloric restriction
by the activation of sirtuins. This is the most potent natural sirtuin activating compound
and has positive results in glucose metabolism, at cardiovascular and neuroprotection
levels. Still, given the existence of limitations, the study and development of synthetic
activators is a promising area to increase lifespan with a healthy aging. The objectives
of this article were: to identify the pathophysiological parallel between caloric restriction
and the mediterranean diet and their effects on health and aging; to identify and
understand the relationship between sirtuins and aging-associated diseases. To
accomplish that, a literature search was performed in the Pubmed database, where the

articles were obtained for the accomplishment of this work.
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Introducéo

O envelhecimento é um processo fisiopatologico associado a uma acumulagédo
progressiva de multiplos danos moleculares e celulares, que afetam de forma heterogénea
0 organismo, quer a nivel individual (os diferentes 6rgdos e tecidos apresentam ritmos
diferentes) quer a nivel de interindividual (ritmo de envelhecimento diferente em cada
individuo). Com o tempo, estas modificacdes resultam em alteracGes estruturais e
funcionais que impossibilitam a manutencdo das funcbes vitais e terminam,

invariavelmente, com a morte.1?

Com a evolucio dos cuidados de satde a esperanca média de vida (EMV) aumentou?,
sendo que nos paises desenvolvidos resultou, substancialmente, da diminuicdo da
mortalidade na populacéo idosa (faixa etaria acima dos 65 anos). Dado que a maioria dos
problemas de saude associados ao envelhecimento se devem a doencas cronicas e
incapacitantes, foi necessario o estabelecimento de um objetivo que ndo apenas o de
prolongar a EMV, mas sim o de envelhecer de forma ativa e saudavel. Assim, o
envelhecimento saudavel é definido, pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), como
0 processo de desenvolvimento e manutencdo de capacidade funcional que permita o

bem-estar em idade avancada.?



Como foi referido anteriormente, estas modificacGes ndo sdo lineares, a variacdo da EMV
depende de mudltiplos fatores, sendo estimado que a contribuicdo genética seja
responsavel por apenas 25 a 30% da longevidade.®>* Assim sendo, grande parte da
interindividualidade &, fortemente, influenciada por fatores ambientais e
comportamentais, nomeadamente a alimentacdo. De igual forma, também a maioria dos
problemas de salde na populacdo idosa (resultado de doencas cronicas) pode ser

prevenida ou ver atrasada a sua evolucio adotando estilos de vida saudaveis.?®

A restricdo cal6rica (RC) é um regime alimentar no qual h4 uma reducdo no aporte
caldrico evitando, no entanto, a desnutricdo.® Em estudo ha mais de 80 anos, foi,
inicialmente, analisado em roedores alimentados com menos 30% de aporte alimentar do
que o grupo de controlo (roedores alimentados ad libitum).® Desde entéo, € a intervengéo
mais estudada e mais robusta no aumento da longevidade, com beneficios para a saude
nas espécies estudadas (incluindo estudos de curta de duracdo na espécie humana e de
longa duragdo noutros primatas)>’, nomeadamente na diminuicdo de doencas cronicas®,
mas também na reversdo de marcadores fisioldgicos e moleculares de envelhecimento.®
No entanto, continua sem se conhecer o mecanismo bioldgico preciso pelo qual a RC
exerce os seus efeitos benéficos, existindo varios candidatos em estudo nomeadamente

as sirtuinas.’

A dieta mediterranica (DM) é um regime alimentar equilibrado caraterizado pelo
consumo frequente de vegetais, fruta, azeite extravirgem, legumes, cereais integrais,
frutos secos e peixe, por um consumo moderado de vinho tinto as refeicdes, ovos,
laticinios e carne branca, e uma redugéo na ingestdo de carne vermelha, gordura saturada
(como manteiga e outras gorduras animais), hidratos de carbono refinados e doces.® ! A
DM tem origem nos paises banhados pelo mar Mediterraneo (Grécia, sul de Italia, Franca,

Espanha e Portugal) e foi inicialmente descrita no final dos anos 50.1%? Desde entdo, tem
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sido, continuamente, estudada e de forma consistente mostrou resultados positivos, como
0 aumento da EMV, efeitos cardio e neuroprotetores, menores taxas de mortalidade

associadas a doencas cardiovasculares e cancro,%1213

O sinergismo dos multiplos nutrientes envolvidos na DM, com o0s seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e prebioticos, por ativacao de respostas metabolicas e de
vias de stress, parece modular a satide e longevidade de forma semelhante a RC, evitando,

no entanto, a dificuldade de adotar e manter este regime a longo prazo.%1014
Os objetivos deste trabalho sédo:

Identificar o paralelismo fisiopatologico entre a RC e DM, e seus efeitos na salde e

envelhecimento;

Identificar e compreender a relacdo das sirtuinas com as doengas associadas ao

envelhecimento.

Materiais e Métodos

Na elaboracdo deste trabalho de revisao realizou-se a pesquisa bibliografica, na base de
dados Pubmed, sendo usados os seguintes filtros: data de publicacdo nos Gltimos 5 anos;
linguas portuguesa, inglesa e espanhola. A pesquisa foi feita com os termos MeSH "Diet
therapy" e "Aging". Equacdo de pesquisa: "Diet Therapy"[Mesh] AND "Aging"[Mesh]
AND ("2012/07/22"[PDat]: "2017/07/18"[PDat] AND "humans"[MeSH Terms] AND
(English[lang] OR Portuguese[lang] OR Spanish[lang])). Foram obtidos 617 artigos e
destes, selecionaram-se 0s 54 artigos mais relevantes com base no seu titulo e resumo,

tendo sido excluidos 563 artigos.



Adicionalmente, de forma pontual e dado o seu marcado interesse, recorreu-se a outras

fontes bibliogréaficas.

Restricdo Caldrica

A restricdo caldrica sem desnutricdo € o padrdo alimentar gold standard no atraso do
envelhecimento e das doencas associadas a este.r® Algumas das suas vias de sinalizaco
molecular como a das sirtuinas, da proteina quinase ativada pelo monofosfato de
adenosina (AMPK), do recetor y ativado por proliferadores do peroxissoma (PPARG), da
proteina alvo da rapamicina nos mamiferos (MTOR), da proteina forkhead box (FOXO)
e da(o) insulina/fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (11S), s@o capazes de
atuar como sensores de nutrientes e de energia, e regulam diversos processos celulares
implicados nos efeitos na salde associados a RC.>®'*® As sirtuinas, dado que se

correlacionam com a DM, serdo exploradas de seguida.

Sirtuinas

As sirtuinas foram, inicialmente, designadas como uma familia de desacetilases, no
entanto, sabe-se agora que catalizam um maior nimero de reac@es. Sao reguladoras pés-
traducionais do epigenoma e do acetiloma por desacetilacdo de proteinas histonas e nao-
histona, respetivamente, mas também sdo modificadoras do proteoma através de rea¢des
de desacilacito como a desmalonilagdo, desuccinilacdo, despropionilacéo,
descrotonilagdo, deslipoamidacdo, desacilacdo de acidos gordos de cadeia longa e

ribosilagdo (tabela 1).517-



Sdo reguladas a varios niveis, nomeadamente, a nivel da transcricdo, traducdo e
estabilidade proteica, bem como a nivel oxidativo. Outros fatores que modulam as suas
acOes incluem interacdes proteina-proteina, inibidores como a nicotinamida (NAM),
microRNASs, a localizacdo celular e subcelular, e a disponibilidade de substratos e de

cofatores.1>1°

As sirtuinas sdo reguladores silenciadores de informagdo. Foram, primeiramente,
identificadas em leveduras (proteina Sir2) e sdo os ortélogos na espécie humana. O
complexo de sirtuinas Sir2-Sir3-Sir4, em leveduras, impede a senescéncia replicativa e
duplica a longevidade. Ao mobilizar-se para o I6cus de DNA ribossomico (rDNA),

silencia-o e reduz a formac&o e acumulagéo toxica de rDNA extracromossémico,>1719

Ao detetarem alteracfes dos niveis de energia, modelam respostas enzimaticas de forma
a manter a homeostasia celular. A manipulagio das suas a¢des tem impacto na regulacio
de processos como a expressdo de genes, padrdes de metabolismo e desenvolvimento
celular, apoptose, resposta inflamatdria e neuroproteccéo. Estas previnem o dano do DNA
(DD) pela inibicéo da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na mitocondria e
ativacdo de enzimas neutralizadoras de ROS e promovem a reparacdo de dano no DNA
(DDR) pela ativagdo de poli-ADP-ribose polimerases (PARP) e reparacdo de quebras
cadeia dupla (DSBs — do inglés double-strand DNA breaks) por recombinagéo
homdloga.'®?° Assim sendo, tém um papel de relevo no envelhecimento e em doengas
associadas a este, como o cancro, inflamacdo, defice cognitivo e de funcdo cardiaca,
sendo responsaveis ou corresponsaveis por efeitos prolongadores da longevidade
associados a RC, como o efeito anti-inflamatorio, a melhoria da tolerancia a glicose e da

funcéo endotelial, regressao de placas aterosclerdticas e inibigdo da esteatose hepatica.®*°

Estudos em organismos-modelo mostram que a Sir2 tem uma correlagdo direta com o

aumento da longevidade. Apesar de alguns estudos posteriores com aumento da sua
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expressdo ndo terem produzido os mesmos resultados'>"1° estas discrepancias tém sido
associadas as diferentes metodologias usadas, nomeadamente, a escolha do regime de

RC.20

Estudos com regulacdo genética ou farmacoldgica positiva das sirtuinas apresentaram
resultados promissores, contudo, pelo facto de estarem envolvidas em mdltiplas vias
associadas ao envelhecimento, como do AMPK, da IIS, do mTOR, da FOXO e da
proteina quinase A (PKA), exibem consequéncias amplas e dispares que dificultam a sua
interpretacéo.® Além disso, a transposicao dos resultados obtidos em organismos-modelo
tem sido dificil dada a existéncia de sete sirtuinas com perfis de acdo, afinidade a

substratos e localizacOes diferentes, em humanos.51>1819

As SIRT1, SIRT6 e SIRT7 tém localizacdo nuclear.*>!® A SIRT2 é ativa no citoplasma e
as SIRT3, SIRT4 e SIRTS a nivel mitocondrial.*>?° No entanto, estas no sio localizacoes
exclusivas paraas SIRT1, SIRT2 e SIRT3, que podem alterar a sua localizagdo subcelular

em situacdes especificas, como por exemplo de stress celular (tabela 1).%°

Dinucledtido de nicotinamida e adenina

O dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD™), o principal cofator das sirtuinas, é

essencial na homeostasia metabdlica e aumenta com a RC.617:2

Durante as reacdes de desacetilacdo, ocorre a quebra da ligacao entre a NAM e a ribose
na molécula do NAD" e a transferéncia do grupo acetil do substrato para a ribose, dando
origem a um substrato desacetilado, O-acetil-ADP-ribose e NAM.® Assim, a atividade
das sirtuinas depende da concentracdo de NAD™ (variando com o estado redox das
células), mas também da concentracdo de NAM, que em niveis elevados se liga aos seus

terminais carboxilo, inibindo-as.t>*°
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Tabela 1 - Localizacdo, atividade e func@es das sirtuinas.

Sirtuina | Localizacao Atividade Funcoes
DDR, regulacdo epigenética,
SIRT1 N_ucleo Desacetilase me?a_bollsmo ,d(_)s lipidos e da glicose,
Citoplasma anti-inflamatorio, supressor tumoral,
autofagia, neuroprotecéo
Citoplasma _ Re.gulalggo do CI.C!O celula(, _regula(;ao
SIRT2 . Desacetilase epigenética, anti-inflamatorio,
Nucleo . . :
metabolismo dos lipidos e da glicose
Regulacéo epigenética, funcao
Mitocondria . mitocondrial, stress oxidativo, DDR,
SIRT3 . Desacetilase .
Nucleo supressor tumoral, metabolismo dos
lipidos e corpos cetonicos
SIRT4 | Mitocondria Rlbosnt_ransferase DDR, metgbollsmq t_]los lipidos,
Desacetilase homeostasia energética
Desacetilase Ciclo da ureia, metabolismo da glicose
SIRT5 | Mitocdndria | Desuccinilagdo e Ccorpos cetonicos, stress oxidativo,
Desmalonilagdo | fungdo mitocondrial
Desacilase Regulacéo epigenética, DDR, supressor
SIRT6 | Nucleo Desacetilase tumoral, anti-inflamatério,
Ribosilase metabolismo dos lipidos e da glicose
SIRT? | Nucléolo Desacet_llggaq Re_egulagao_ epigenética, funcéo
Desuccinilacéo mitocondrial

A concentracdo celular de NAD* depende do equilibrio entre a sua producédo e o seu
consumo. A sua sintese de novo ocorre principalmente a partir do metabolismo do
triptofano (Trp) pela via da quinurenina com multiplas reagdes, mas também a partir de
acido aspartico e de acido nicotinico (NA) (Figura 1).1>1%22 A SIRT1 modula a sintese de
NAD* principalmente pela via de reciclagem a partir de NAM.Y® Nesta, a NAM
fosforibosiltransferase (NAMPT) converte a NAM em mononucleétido de nicotinamida
(NMN), sendo este convertido em NAD* pela NMN adenililtransferase 1, 2 e 3
(NMNAT1L, 2 e 3). As NMNAT sdo igualmente capazes de converter mononucleétido de

acido nicotinico (NaMN) em NAD®. Outros precursores, como o ribosideo de
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nicotinamida (NR) e ribosideo de é&cido nicotinico (NAR) sdo, respetivamente,

convertidos a NMN e NaMN pela ribosideo de nicotinamida quinase 1 e 2 (NRK1 e

2) 15,22
VIA "DE NOVO" VIA DE RECICLAGEM
NA
NAPRT
: NSV ! I SIRT
Trp Via Quinurenina NAMN NMNAT 1-3 A NADS : NAD PARP NAM
NMNAT 1-3 NAMPT
NRK 1-2
NRK 1-2
NAR NR MN

Figural - Vias de sintese "de novo" e de reciclagem do cofator NAD+.

Legenda: NA, acido nicotinico; NAAD, dinucleétido de acido nicotinico e adenina;
NAD, dinucleotido de nicotinamida e adenina; NADS, dinucleétido de nicotinamida e
adenina sintetase; NAM, nicotinamida; NAMN, mononucleotido de &cido nicotinico;
NAMPT, nicotinamida  fosforibosiltransferase; NAPRT, acido  nicotinico
fosforibosiltransferase; NAR, ribosideo de &cido nicotinico; NMNAT, mononucledtido
de nicotinamida adenililtransferase; NR, ribosideo de nicotinamida; NRK, ribosideo de
nicotinamida quinase; PARP, poli-ADP-ribose polimerases; SIRT, sirtuinas; Trp,

triptofano.

Os seus principais consumidores sédo as mono e poli-ADP ribosiltransferases. A DDR,
especialmente a reparagcédo de DSBs, aumenta a atividade das PARP, o que diminui as
concentracdes celulares do seu cofator NAD®. A via de reciclagem previne esta deple¢édo
e, ao diminuir os niveis de NAM, estimula a via das sirtuinas.®

12



SIRT1

A SIRT1 tem um papel importante no metabolismo celular, na resposta ao stress e no
envelhecimento ao modular a atividade de fatores de transcrigdo, cofatores, proteinas
histona e ndo histona.>%2% Atua como sensor de nutrientes e ¢ ativada em situagdes de
subnutricdo moderada, como acontece na RC, mantendo o balango energético e a

homeostasia dos lipidos e da glicose (Figura 2).1%%

Em RC, o AMPK ¢ ativado, modifica o metabolismo intracelular, o que aumenta os niveis
de NAD" e a atividade da SIRT1. A SIRTL1 inibe, por desacetilacdo, a proteina 1c de
ligagcdo ao elemento regulador de esterdides (SREBP1c), reduz a sua agao nos promotores

de genes lipogénicos, suprimindo a sintese de lipidos.*®?

RC DM
(STACs - RSV) =

@ Oxidagio de acidos gordos

@ Lipogénese SREBEIo
) PPARG

O Glicolise

HIF1A
@ Oxidagiio de

dcidos gordos

@ Fosforizagio oxidativa

PPARGCIA @ Biogénese mitocondrial

@ Gliconcogénese

() Glicslise

@ Gliconeogénese

@ Lipogéncese

TNF-o |,
Efcito anti-inflamatério NF-kB T

@ Autofagia

MMF1A
Mye

Efcito supressor tumoral

@ DDR

_@ DDR

Expressio génica
Efeito neuroprotetor L O

y

DNMT1 -
mTOR SUV39H1 H3 @ Lx[zrt:asdo
EZH2 H4 gonica

[ 1
@ Estabilidade genomica

Figura 2 - Principais agdes e ativadores da SIRT1. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).
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A diferenciacdo dos adipdcitos, no tecido adiposo branco, é regulada pelo PPARG. Este
recetor nuclear € inibido pela SIRT1 quando esta forma um complexo repressor com 0
recetor nuclear co-repressor (NCoR) e o SMRT (do inglés silencing mediator
of retinoid and thyroid hormone receptors).2>?* A SIRT1 também estimula o fator de
transcricdo FOXO1 que inibe, igualmente, o PPARG 23 e reduz a lipogénese pela inibicéo
da lipase de triglicéridos.'®° Assim, em RC, € limitado o armazenamento de lipidos pela

inibicdo da lipogénese e aumento da lipdlise.??

Relativamente ao balanco energético, a SIRT1 aumenta o consumo de energia pela
oxidagdo de acidos gordos e fosforilagdo oxidativa, na matriz mitocondrial, em resposta
a RC.2%% A nivel hepatico, ao estimular o coativador 1a. do PPARG (PPARGC1A),
promove a oxidagdo de &cidos gordos.’®? No tecido muscular esquelético, com o
aumento do AMPK ocorre a estimulagdo da SIRT1 que, por sua vez, ativa o
PPARGC1A.2 Esta ativagdo promove o aumento da funcdo e o numero de
mitocOndrias.!®2! Desta forma, o metabolismo oxidativo é estimulado com o aumento da

oxidacao de acidos gordos, fosforilagio oxidativa e biogénese mitocondrial.?+%3

A acdo da SIRT1 na homeostasia da glicose ocorre pela modulagcdo positiva da
gliconeogénese e negativa da glicolise.'®*?! No figado, a SIRT1, através da desacetilagio
do PPARGCIA e do FOXO1, promove a transcricdo de genes gliconeogénicos.!%%
Relativamente a glicélise, esta é inibida pela desacetilagdo do PPARGCL1A, que diminui

a transcricdo de genes glicoliticos??

, mas também pela desacetilagdo do fator la
induzido por hipoxia (HIF1A). Este, ao ser inibido, também aumenta a oxidag&o de acidos

gordos, contribuindo para o metabolismo oxidativo.?

A SIRTL1 ¢ igualmente estimulada por neurdnios hipotalamicos que sintetizam proé-
opiomelanocortina (POMC), sendo estes importantes na reducao do intake energético que

promove a manutencgdo da massa corporal e homeostasia da glicose.*®
14



A autofagia, processo com multiplas etapas de degradacdo e reciclagem de proteinas
citoplasmaticas e organelos, é também regulada pela SIRT1.2>26 Com o envelhecimento,
h& acumulagdo de agregados proteicos e mitocondrias disfuncionais.*® A RC aumenta os
processos autofagicos, remove mitocondrias envelhecidas e danificadas e diminui o stress
oxidativo.?! Defeitos na autofagia tém sido associados a envelhecimento precoce e

doencas relacionadas com o envelhecimento.?

Em RC, a SIRT1 estimula a FOXO1 por desacetilagio.'®?! A relacdo da SIRT1 com o
AMPK ¢ bidirecional, dado que a SIRT1, por intermédio da quinase hepética B1 (LKB1),

ativa o0 AMPK e este, por fosforilagdo, ativa a FOX03.18

Os fatores de transcricdo FOXO estdo envolvidos na regulacdo de genes responsaveis por
dois mecanismos de depuragdo intracelular. 2 Induzem a transcricdo de genes de
autofagia e morte celular em diversas células do organismo, nomeadamente: neurdnios;
miocitos;  cardiomidcitos;  células  tubulares renais e células estaminais
hematopoiéticas.?>? Através da regulacdo de genes do sistema ubiquitina-proteassoma,
promovem a degradacdo de proteinas reguladoras citosélicas de vida curta e impedem a

acumulacéo de proteinas danificadas no coracéo, figado e musculo.?

Além da regulacdo mediada pelos FOXO, a SIRT1 ativa, por desacetilacdo, genes
essenciais da autofagia (ATG5, ATG?7 e 8), induzindo-a.*3%! Em RC, ha estimulagio do
homdélogo mamifero do ATGS, o LC3.2* O aumento da expressdo do ATG5 (gene critico
na formag&o de autofagossomas) aumentou a EMV e melhorou o perfil metabdlico, em
roedores.!”*8 Roedores com delecdo destes genes apresentaram inicio precoce de doencas

relacionadas com o envelhecimento.’

A SIRT1 previne a carcinogénese ao estimular a DDR, ao silenciar a expressao génica,

ao inibir a resposta inflamatdria e 0 HIF1A.1%20
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Em células normais, a SIRT1 inibe, por desacetilacdo, o HIF1A, o que impede a
reprogramacao metabolica com aumento da glicolise, tipica das células neoplasicas
(efeito de Warburg) e a proteina do proto-oncogene Myc.'*?" No entanto, em células
neoplasicas, a SIRT1 estimula a atividade da Myc, aumenta a expressdo de recetor de
estrogénio o (ERA) e inibe a atividade do supressor tumoral p53, contribuindo para a
proliferacdo e crescimento celulares, e inibicdo da apoptose e da senescéncia

celulares.t®%’

A acdo anti-inflamatéria da SIRT1 resulta da inibicdo das proteinas pro-inflamatorias

TNF-a ¢ NF-kB.1°

A SIRT1 promove a DDR, nomeadamente a reparacdo de DSBs, pela regulacdo da
proteina Ku70, da PARP1 e da DNA helicase associada a sindrome de Werner

(WRN).15’28

Relativamente a regulacdo da expressdo génica, a SIRT1 promove a desacetilacdo de
histonas, nomeadamente em residuos de lisina em locais especificos das H1, H3 e H4.15:24
Esta desacetilacdo faz parte de um grupo de modificacdes pos-traducionais de regulacéo
epigenética que controla a longevidade, promove uma conformacdo fechada pela
cromatina, o que culmina no silenciamento génico.?’ A SIRT1, ao formar um complexo
com 0 FOX03a e com o fator respiratorio nuclear 1 (NRF1), estimula a SIRT6 que, por
sua vez, desacetila a H3, o que promove a DDR e o silenciar da expressdo génica.'® A
inibicdo da SIRT1, em mamiferos, promove a hiperacetilacdo da H3 o que resulta em

instabilidade gendémica e promogéo do envelhecimento.?

A metilacdo de histonas, por metiltransferases, modula igualmente a longevidade. A
SIRT1 ativa, por desacetilacéo, as metiltransferases SUV39H1 e EZH2, que por sua vez,

procedem & metilacio de residuos diferentes da H3.22* Com o envelhecimento, os niveis
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de EZH2 diminuem, o que resulta na perda da metilacdo da H3, pensando-se que seja um

fator essencial na inducdo do envelhecimento e carcinogénese.?

A SIRT1 estimula a metilagcdo de DNA, ao promover a desacetilacdo de metiltransferases
(DNMTs), como a DNMT1.22%8 Esta, atuando em genes promotores, diminui a
transcricdo do DNA.2%?* Maiores niveis de SIRT1 estdo associados a maior atividade das
DNMTs e desta forma a melhores padrdoes de metilacdo de DNA, que conferem
estabilidade gendmica.?® Com o envelhecimento, ha diminuicdo da expressdo de SIRT1
e hipometilagcdo do DNA que se associa a instabilidade genémica e a perda da integridade

dos telémeros.?°

O stress celular genotdxico e o envelhecimento promovem a mobiliza¢do da SIRT1, do
seu local de origem (onde diminui a sua atividade) para os locais de DD, de forma a
promover a DDR. Estes rearranjos, sdo adaptativos a curto prazo, no entanto, ao
promoverem alteracfes epigenéticas na modificacdo da cromatina e expressdo génica,
pela diminuicdo da atividade da SIRT1, sdo prejudiciais a longo prazo e culminam na

senescéncia celular.?°
Um efeito de neuroproteccéo geral foi demonstrado por a¢des centrais da SIRT1.1920

Na doenca de Alzheimer (DA), esta sirtuina, por desacetilagdo, estimula o recetor  do
acido retindico, um ativador do fator de transcricdo ADAM10. Este, sendo um
componente da a-secretase, vai promover o processamento da proteina precursora da -
amiloide (APP) por uma via ndo amiloidogenica, diminuindo a formagdo da proteina
toxica.?® A SIRT1 desacetila a proteina Tau em maltiplos residuos de lisina, ficando estes
expostos a marcagéo e degradacéo pelo sistema ubiquitina-proteassoma.'®?° Nesta doenca
foi detetada uma hipermetilacdo do gene SIRT1 e hipometilacdo do gene APP, existindo

uma relacio inversa entre a expressdo de SIRT1 e a producéo da APP.?°
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Na doenca de Parkinson (DP), a SIRT1 desacetila o fator de choque téermico 1(HSF1), o
que aumenta a transcricdo da proteina chaperona hsp70 (proteina de choque térmico

70).1%2° Assim, diminui a formac&o de agregados proteicos disfuncionais.?®

Na doenca de Huntington (DH), num dos mecanismos propostos, a SIRT1 desacetila o
complexo TORCL1, promove a sua interagcdo com o fator de transcricdo CREB (do inglés
cAMP response element-binding protein) e a transcri¢do do fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) que apresenta um efeito protetor.?° Por outro lado, foi demonstrado o
crescimento dos processos dos neurénios através da inibicdo da via do mTOR.® Assim,

permanece em duvida o mecanismo responsavel pela neuroproteccdo na DH.

SIRT2

A SIRT2 tem como principal ativador a RC, através do aumento dos niveis celulares de
NAD*, sendo inibida pelo fator de transcricdo HIF1A.Y® Esta sirtuina participa em
maultiplos processos celulares, nomeadamente a mitose, ciclo celular, metabolismo dos
lipidos e da glicose, resposta anti-inflamatéria e atua a nivel do sistema nervoso central

(SNC) (Figura 3).

A regulacdo da estrutura da cromatina pela SIRT2, durante o ciclo celular e DD, previne
a carcinogénese em células normais.'®?* Durante a mitose, os seus niveis aumentam e é
mobilizada para o nlcleo. A este nivel, promove a desacetilacdo da histona H4, o que faz
com que a cromatina adote uma estrutura fechada.!®?%2* Regula também a progressio
mitotica, ao controlar a atividade do complexo promotor da anafase/ciclossoma
(APC/C).1® Em células neoplésicas ha uma baixa expressdo da SIRT2 e roedores com
delecdo genética desta apresentaram uma hiperacetilacdo da H4, durante a mitose, com

maior suscetibilidade a neoplasias.*%
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Figura 3 - Principais acOes e ativador da SIRT2. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).

No metabolismo da glicose, a SIRT2, ao desacetilar a fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK), confere-lhe estabilidade, diminui a sua degradacdo e estimula a
gliconeogénese.®2324 Relativamente aos lipidos, a SIRT2, ao desacetilar o FOXO1, inibe

a diferenciac&o dos adipécitos e a lipogénese, e promove a lipolise.'®?®

Esta sirtuina tem efeito anti-inflamatorio ao inibir o NF-xB, através da desacetilacdo da

sua subunidade p65.1%%

No SNC, a SIRT2, ao desacetilar a proteina Par-3, estimula a produgdo de mielina nas
células de Schwann.'®?* No entanto, ndo é neuroprotetora como a SIRT1. Pelo contrario,
na DP, ao desacetilar a a-tubulina (um dos seus principais substratos), promove a
desestabilizacdo dos microtubulos, a agregac¢ao de a-sinucleina e a formagéo de corpos
de Lewy.?® A desacetilacio do FOXO3a, mediada pela SIRT2, aumenta os niveis do fator
pro-apoptdtico BIM (proteina 11 semelhante ao Bcl2) e a morte dos neurdnios.?® Assim,

ao contrario da SIRT1, tem sido a inibicdo da SIRT2 a ser associada a neuroprote¢do.®192
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SIRT3

A SIRT3 tem como principais ativadores a RC e o aumento dos niveis celulares de
NAD*.*® E a principal desacetilase mitocondrial?®, participa na regulagio da sintese de

ATP, atua como supressor tumoral e intervém no metabolismo dos lipidos (Figura 4).

Complexo I
Complexo 11 . Produgio de ROS
Complexo 111

@ Orxidagio de
acidos gordos
() tipétise

B @ DDR

IIM6CS2 @ A Efeito supressor tumoral

@ Cetégénese :|

1
|ROS|

Na D1I:

@ Biogénese
mitocondrial

|:Regulas;{lo epigenética

Efeito
Supressor tumoral

Figura 4 - Principais ac0es da SIRT3. Adaptado de Watroba M em Adv Med Sci (19).

A nivel mitocondrial, promove a desacetilacdo dos complexo I, 1l e Ill, complexos
enzimaticos envolvidos na fosforilagcdo oxidativa, pelo que aumenta a eficacia da cadeia
respiratoria e diminui a producio de ROS.**202® Desacetila a isocitrato desidrogenase 2
(IDH2), responsavel pela conversdo do isocitrato a o-cetoglutarato, e a succinato
desidrogenase (SDH), responsavel pela oxidacéo do succinato a fumarato, envolvidas no
ciclo de Krebs e cadeia respiratoria.’®3° Atua ainda na SOD2, ativa-a e melhora a eficécia
na remogédo de ROS.*® Desta forma, através da desacetilagdo destes substratos, diminui a
concentragdo celular de ROS, o que diminui a DDR e regula negativamente o HIF1A.

Pela inibicéo deste fator, impede o efeito de Warburg das células neoplasicas (explicado
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atras).’®2730 A sua agdo como supressor tumoral conclui-se com a ativagdo, por

desacetilagdo, do supressor tumoral p53.1°

Relativamente ao metabolismo dos lipidos, a SIRT3 ativa, por desacetilacdo, a
desidrogenase especifica de acil-CoA de cadeia longa (LACD), o que promove a oxidagao
de écidos gordos e o catabolismo dos lipidos.?®%2 Em RC, promove ainda a cetogénese

pela desacetilacéo da sintetase 2 de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCS2).%

A SIRT3 apresenta efeitos neuroprotetores.’® Na DH, promove sobrevivéncia celular
através da desacetilacdo da LKB1 e da SOD. A LKBL ativa, por fosforilacdo, 0 AMPK,

e este estimula a biogénese mitocondrial.?®

Apesar de a SIRT3 ser predominantemente mitocondrial, quando é transportada para o

nuicleo, tem um papel na regulacio epigenética pela desacetilacio da histona H4.20:24

SIRT4

A SIRT4 é ativada pela quinase ataxia-telangiectasia mutada (ATM) e quinase ATM
relacionada com a RAD-3 (ATR) como resposta a DD.1%% No entanto, ¢ a Gnica sirtuina
inibida pela RC.2%% Tem atividade de ADP-ribosiltransferase'®, de desacetilase®, e tem
como principais fungdes a promocéo da DDR, regulacdo do metabolismo dos lipidos e

homeostasia do ATP (Figura 5).

Na resposta a DD, ao ser estimulada, inibe, por ribosilagéo, a glutamato desidrogenase
(GDH)*°, 0 que inibe a entrada da glutamina no ciclo de Krebs e permite o uso dos seus
atomos de azoto na sintese de purinas, necessarias & DDR.1*?° A deplecdo de SIRT4
promove a acumulacdo de DD; no entanto, apesar de a RC a inibir, é pouco provavel que

promova DD dado que, ao estimular as SIRT1, SIRT3 e SIRT6, promove a DDR.*®
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Figura 5 - Principais agdes e inibidor da SIRT5. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).

A SIRT4 é também a Unica sirtuina que inibe 0 AMPK?®, no entanto, ao ser inibida pela
RC, promove-o, indiretamente.?° Desta forma, estabelece uma sinalizagéo retrograda da

mitocondria para o ntcleo, que estimula a SIRT1 e SIRT6.%

No metabolismo lipidico, a SIRT4 inibe a descarboxilase de malonil-CoA (MCD) por

desacetilacdo, o que promove a lipogénese e inibe a oxidagdo de acidos gordos.®03!

Esta sirtuina inibe ainda o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa através da inibicdo

do translocador 2 de nucledtidos de adenina (ANT2), o que otimiza a sintese de ATP.120

SIRTS5

A SIRT5 é uma enzima mitocondrial que tem atividade de desacetilagdo, desuccinilacéo
e desmalonilag&o.1%%8% Desacetila a carbamoil-fosfato sintetase 1 (CPS1) o que estimula

o ciclo da ureia (Figura 6).2%% Roedores com delecdo genética da SIRTS apresentaram
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niveis aumentados de urémia.’® Por desuccinilacio, ativa a isoforma mitocondrial da
superoxido dismutase 1 (SOD1), o que diminui os niveis de ROS.1*?° A SIRT5 é um
regulador global da sucinilacdo de residuos de lisina a nivel mitocondrial; ao promover a
sua desuccinilacdo, inibe o complexo piruvato desidrogenase (PDK) e a succinato
desidrogenase (SDH), o que diminui a respiracdo mitocondrial e a atividade bioquimica.®2
Regula também, por desuccinilacdo de maltiplas proteinas mitocondriais, a cetogénese e

a oxidagao de &cidos gordos.*°
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SIRTS

SDH

PDK

@ Cadeia respiratoria |:
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Figura 6 - Principais acOes e ativador da SIRT5. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).

SIRT6

A SIRT6 é uma sirtuina nuclear, com acdo de desacilase, desacetilase e ribosilase,
dependente do nucleossoma.?*243% Tem um papel importante de regulagio epigenética do
fendtipo celular, estabilizacdo do genoma, promoc¢éo da DDR, ag&o de supressor tumoral,

anti-inflamatoria e regulagdo metabdlica (Figura 7).61>%

Tem mudltiplos ativadores, como a RC, o aumento dos niveis celulares de NAD", o

supressor tumoral p53 e o proto-oncogene c-Fos!®20:24
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A RC ativa a SIRT6, indiretamente, pela estimulacdo da SIRT1, que, ao formar um
complexo com a FOX03a e NFR1, atua no gene promotor da SIRT6. Foi igualmente
descrita a regulacdo positiva da RC por estabilizacdo das moléculas de SIRT6 pré-
existentes. O c-Fos ativa-a, ao estimular a ligacdo da proteina ativadora 1 (AP1) no gene

promotor da SIRT6.%°

Outros reguladores tém sido identificados, como a fosforilagéo pela AKT1, ubiquitinagdo

pela MDM2 e desubiquitinacdo pela UCP10.24

A SIRT6 promove a desacilacdo e desacetilacdo em diferentes residuos de lisina da
histona H3 e é dependente do nucleossoma, dado que n&o atua em histonas livres.1%?* A
desacilacdo de histonas promove o silenciamento génico, a conservacao e estabilidade

gendmicas e a DDR.*®

A sua acdo na lisina 9 da H3 (H3K9) é a principal responsavel pelo silenciamento génico,
protegendo os telomeros e a célula da genotoxicidade e stress replicativo A sua
deficiéncia resulta em células com hiperacetilacdo da H3 e disfuncdo telomérica com
fusdo de cromossomas e envelhecimento celular prematuro.!®2%24 A SIRT6 é recrutada
para os genes promotores do HIF1A, Myc, NF-kB, c-Jun e FOXO3a, onde inibe as suas

transcricdes.?*

A supressao da transcri¢cdo do HIFLA promove a diminuicdo da glicolise e aumento do
metabolismo oxidativo®23°, com inibicdo da reprogramacdo metabolica do efeito de

Warburg.°

Pelo silenciamento dos genes promotores do NF-kB, a SIRT6 protege as células da

apoptose e atrasa a senescéncia celular.?033

No que diz respeito a proteina c-Jun, a estimulagdo da SIRT6, pela RC, promove 0s

TR
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insulina/IGF1 atraves da supressao da transcri¢do de c-Jun. Uma vez que a c-Jun inibe o

p53, a SIRT6 recupera a sua fungdo.®

Para além do silenciamento génico, conservacao e estabilidade gendmicas, a acdo da
SIRT6 na H3K9 também promove a DDR. Este efeito protetor resulta da desacetilagdo
da cromatina a nivel dos telémeros, que adota uma conformacdo especial e recruta a
helicase dependente de ATP (WRN, enzima mutada na sindrome de Werner, que
promove o envelhecimento precoce). Esta, por sua vez, previne anomalias teloméricas no
processo de replicacio de DNA.%* Também a desacetilagio da H3K9 em locais de DD
recruta a subunidade catalitica da proteina quinase dependente de DNA (DNA-PKcs),

sendo esta importante na eficaz DDR de DSBs.?

Atua ainda nos residuos 18 e 56 da H3 (H3K18 e H3K56) e na histona H2B. A acdo na
H3K18, a nivel da cromatina pericentromérica, € essencial para a fidelidade da mitose e

na H3K56 aumenta a eficacia da DDR.1%%0

A SIRT6 promove ainda, de forma independente da sua atuacdo em histonas, a DDR,

acao anti-inflamatoria e regulacdo metabolica.

A estimulacéo, por desacetilacdo, da proteina de interacdo com a proteina de ligagdo 1 ao
terminal-c (CTBP1IP), promove a excisdo de fragmentos de DNA danificados, sendo

assim importante na reparacio de DSBs por recombinagdo homoéloga.1%24

Esta sirtuina possui ainda atividade de ADP-ribosilacdo. Assim, em situacOes de stress
oxidativo, aumenta a atividade da PARP1, estimula a sua ligagédo a locais de DD onde,
por auto-ribosilagdo, promove a DDR de DSBs.%%02* A SIRT6 estimula ainda a proteina
1 associada ao KRAB (do inglés Kruppel-associated box) (KAP1), um potente inibidor

do retrotransposéo L1, implicado em doengas associadas ao envelhecimento.%2
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Tem acdo anti-inflamatéria pela inibi¢do, por desacetilagdo, do TNFa, no reticulo
endoplasmatico'®, mas também pela inibicdo, por desacetilagio, da subunidade p65

(RelA) do NF-xB.1933

A SIRT6 modula ainda o metabolismo da glicose através da desacetilacdo do FOXO1 e
da acetiltransferase GCN5. A sua atividade sobre o FOXO1 promove a sua excluséo
nuclear, diminuindo a gliconeogénese hepatica. J& a acdo GCN5 aumenta a sua atividade,
promove a acetilagdo do PPARGC1A, o oposto da SIRT1, inibindo também a
gliconeogénese.'®2?* E ainda desconhecida se a atividade sobre 0 FOXO1 e a GCN5 ocorre

de forma direta ou se ¢ mediada por outros fatores.?*

Assim, a SIRT6 promove a estabilidade gendmica ao atuar na H3, estimulaa DDR atraveés
da PARP1, KAP1, WRN, DNA-PKcs e CTBL1IP. Tem atividade de supressor tumoral
pela acdo no HIF1A, c-Jun, p53, Myc, NF-kB e anti-inflamatoria através do TNFa e NF-

Kb.
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PARPI
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DNA-PKes
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Figura 7 - Principais acOes e ativador da SIRT6. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).
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SIRTY

A SIRT7 tem uma localizago nuclear, mais especificamente no nucléolo'®?* e participa
na regulacdo epigenética do fenotipo celular®®, através de reacdes de desacetilagdo e

desuccinilagfo.?*?°

A atividade da SIRT7 na regido nucleolar, onde promove a biogénese mitocondrial e a
sintese proteica, € responsavel pelo potencial de rejuvenescimento celular (Figura 8). A

saida desta para a cromatina ou citosol correlaciona-se com a senescéncia replicativa.'®2

Através da desacetilagdo da GABPBI1 (do inglés GA repeat binding-protein beta 1), a
SIRT7 promove a sua heterodimerizacdo e consequente ativacdo, 0 que estimula a

expressdo de genes mitocondriais.

O fator de transcricdo ELK4 recruta a SIRT7 para a regido promotora de varios genes,

onde, pela desacetilagdo da H3, promove a inibicdo da expressio génica.?%

Em resposta a stress no reticulo endoplasmatico, por acumulacdo de proteinas
disfuncionais, é ativado o fator de transcrigdo XBP1 (do inglés X-box binding protein 1).
Este ativa a SIRT7 que, ao ser recrutada pelo fator de transcricdo Myc, bloqueia, por
desacetilagdo da H3, a transcri¢do de genes ribossémicos mediada pelo préprio Myc. A

SIRT7 suprime assim a biogénese ribossomica.?%2427

Em células neoplésicas, dado que muitas proteinas supressoras tumorais sdo codificadas
em regides alvo das desacetilases de H3, ao inibir a sua expressédo, a SIRT7 contribui para
a manutencao do fenotipo tumoral. No entanto, como ndo contribui para a carcinogénese,
ndo ha maior suscetibilidade de transformacdo neoplasica em células normais com niveis

aumentados de atividade da SIRT7.1%%
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A SIRT7, através da desuccinilagcdo da H3, promove a compactacdo da cromatina e a
estabilidade gendmica, sendo essencial a DDR - pela reparacdo de DSBs por unido de

extremidades ndo-homdloga — e a sobrevivéncia celular.?°

{@ Expressio génica
sibossdiii
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@ Biogénese mitocondrial :|

@ Sintese proteica
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H3 DDR
Kstabilidade genémica

Figura 8 - Principais acOes e ativador da SIRT7. Adaptado de Watroba M em Adv Med

Sci (19).

Restricéo caldrica - efeitos na saude e envelhecimento

A RC ¢ o regime alimentar que, de forma mais consistente, permite aumentar a
longevidade nas diferentes espécies onde ¢ estudado.® Desde leveduras a roedores, uma
restricdo alimentar de 20 a 40% em relacdo a um dieta normal demonstrou aumentar a
longevidade em até 50%.5'6** No entanto, o grande interesse na RC reside na
transposicdo destes resultados para a espécie humana. Dada a grande afinidade nos
padrdes de envelhecimento entre os primatas da espécie Macaca mulatta e a espécie
humana'®®, estes tém sido usados em estudos como os programas do National Institute
of Aging e do Wisconsin National Primate Research Center (WNPRC), onde foi aplicada
uma RC de 30% em relacéo & ingestdo caldrica basal.® Apesar de ambos os estudos terem

demonstrado multiplos beneficios funcionais e de satde com atraso do inicio das doencas
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associadas ao envelhecimento, apenas no WNPRC se observou impacto positivo
significativo na longevidade.®*® Em roedores, a composicio da dieta e o genétipo foram
identificados como fatores com impacto na longevidade, tendo-lhes sido atribuida a
disparidade de resultados observada.>* No entanto, surgiram dividas em relagdo aos
resultados da RC quando o NIA afirmou que era improvavel que fossem obtidos
resultados diferentes com a continuacdo do estudo até ao fim de vida dos grupos
estudados.®® Ainda assim, multiplos estudos tém demonstrado o beneficio da RC em
humanos.”3*3" O programa CALERIE (do inglés Comprehensive Assessment of the Long-
term Effects of Reducing Intake of Energy) do National Institure of Health é um estudo
controlado e randomizado da RC em individuos ndo obesos realizado em trés centros
independentes e que consiste em 2 fases. A primeira divide-se em trés estudos-piloto,
com diferentes graus de RC (20, 25 e 30%), com uma duracdo de seis meses a um ano,
em individuos com indice de massa corporal de excesso de peso (entre 0s 25 e 0s
29,9Kg/m?). A segunda é composta por trés estudos, com uma RC de 25%, com duragio
de dois anos, em individuos jovens e de meia-idade saudaveis.*® Este estudo concluiu que
a RC é praticAvel em humanos e que produz efeitos favoraveis em preditores de
longevidade como a reducdo de marcadores inflamatorios e fatores de risco

cardiovasculares em grupos geneticamente heterogéneos. 3438

Dada a dificuldade em realizar estudos de longa duracdo em humanos cujo o objetivo é a
avaliacdo da sobrevivéncia, sdo escassos 0s resultados e as conclusfes relativas a
influéncia da RC na longevidade humana, sendo necessario estudar outros endpoints.
Desta forma, estudos de curta duracdo em humanos e de longa duracdo em primatas nao
humanos demonstraram que a RC moderada tem efeitos benéficos a nivel cardiovascular,

no metabolismo dos glicidos e neuroprotetores.’
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As doencas cardiovasculares (DCV) e a diabetes mellitus tipo 2 sdo das principais doencas
associadas ao envelhecimento. A RC tem impacto positivo na prevencdo, no atraso da
sintomatologia, no desenvolvimento e na reversio destas doencas.'®% Fatores como a
hiperlipidémia, a hiperglicémia e a disfuncdo endotelial, que provocam distarbios na
funcéo cardiaca, estdo associados as DCV.® A aplicagdo da RC, durante pelo menos seis
anos, na espécie humana, demonstrou uma diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), de triglicéridos e da presséo arterial diastdlica.>®
Outro estudo com introducdo de RC em humanos, durante um periodo de dois a seis anos,
demonstrou a diminuicdo de marcadores de DCV e de diabetes melllitus tipo 2 como a
glicémia, lipidémia, pressdo arterial e peso corporal.’®* A RC ao diminuir a oxidac&o
lipidica a nivel plasmatico, inibe a formac&o das placas ateroscleréticas®®, o que diminui
o risco de aterosclerose e melhora a fungéo cardiaca.®>*° Relativamente & funcio cardiaca,
0S mecanismos responsaveis pela sua manutencdo, como a autofagia, renovacéo celular
mediada pelo proteassoma, apoptose e controlo de qualidade mitocondrial, sdo afetados
pelo envelhecimento e recuperados pela RC.® A resisténcia & insulina, na qual as células
deixam de responder a normais niveis de insulina, € uma condi¢do patolégica que
promove a hiperinsulinémia, a hiperglicémia e a evolucéo para diabetes mellitus tipo 2, e
é considerada um dos principais marcadores do envelhecimento. Um dos seus principais
responsaveis € a anomalia da oxidacdo dos &cidos gordos derivada da disfuncao
mitocondrial.’® A RC, por intermédio da SIRT1, promove a expressdo e a biogénese
mitocondrial. Assim, recupera a oxidacdo dos acidos gordos, aumenta a sensibilidade a
insulina e reduz a glicémia.*®> A perda peso, além dos beneficios mecanicos como o
alivio articular, ao estar associada a diminuicao do tecido adiposo branco (potente 6rgéo

enddcrino onde se produzem fatores pro-inflamatérios e de stress oxidativo que aceleram
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o envelhecimento celular) tem um efeito anti-inflamatério e reduz a resisténcia a

insulina.>*!

A nivel cognitivo, um estudo de RC em idosos saudaveis demonstrou uma maior
plasticidade a nivel sinaptico, maior estimulacdo de vias neuroprotetoras e elevagdo
significativa dos resultados obtidos em testes de memaoria como o teste de aprendizagem
auditivo-verbal de Rey, um teste utilizado na avaliagdo dos processos de aprendizagem,

de evocacdo e reconhecimento da memoria episodica.*

Por fim, dada a existéncia de efeitos secundarios associados a RC, como a amenorreia,
infertilidade, sarcopenia, osteoporose e deficiéncias no sistema imunitario®, é de grande
interesse o estudo de miméticos da RC (MRC) que promovam os seus efeitos benéficos

evitando os efeitos secundarios.

Dieta mediterranica — efeitos na saude e envelhecimento

A DM é composta ndo sé pela componente alimentar, mas também a interacdo social e
partilha de conhecimento, rituais e tradi¢cdes. A nivel alimentar baseia-se num consumo
importante de cereais integrais, vegetais, frutos, legumes, 4cidos gordos monoinsaturados
como o azeite virgem, acidos gordos polinsaturados como peixe e frutos secos, no
consumo moderado de leite, laticinios e alcool, como vinho tinto as refei¢des e no baixo

consumo de &cidos gordos saturados, gordura hidrogenada e de carne.

E um dos regimes alimentares e estilos de vida mais estudados e com maior evidéncia
dos seus efeitos benéficos na satde global do ser humano.'®*? As populaces do
Mediterrdneo com adesdo a dieta mediterranica apresentam menor mortalidade e maior
longevidade quando comparadas com as do norte da Europa e dos Estados Unidos da

América (EUA).>® Deste modo, de forma a estudar os seus efeitos, foram desenvolvidos
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scores que permitissem avaliar a adesdo de uma populagdo a DM.24? Estes englobam os
principais alimentos constituintes da dieta e a adesdo é considerada maior quanto maior
o valor do score.’®# Assim, foram realizados multiplos estudos que correlacionam a
adesdo a DM com a longevidade, mortalidade, doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus, cancro e doencas neurodegenerativas, e avaliam o seu papel preventivo e

terapéutico nestes contextos.*242

A sindrome metabdlica € um conjunto de fatores de risco que tem origem na resisténcia
a insulina e na anomala deposicdo e funcéo de tecido adiposo. E diagnosticada quando
trés dos seguintes cinco critérios estdo presentes: elevacao da glicémia em jejum; pressao
arterial alta; elevagdo da trigliceridémia; diminuicdo das lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e/ou elevacéo do perimetro abdominal. Desta forma, € uma combinag&o de fatores
de risco para vérias doencas, nomeadamente cardiovasculares e diabetes mellitus. Duas
meta-andlises concluiram que um maior score de adesdo a DM se associa a um menor
risco de sindrome metabdlico e a beneficios em todos os seus componentes.*? Esta ades&o,
ao diminuir as LDL e triglicéridos, e ao manter ou aumentar as HDL, melhora o perfil
lipidico. Diminui também a homocisteinémia, a pressao arterial, a oxidacdo de acidos
gordos e a aterogénese.’® A nivel cardiovascular, maltiplos estudos retrospetivos e
prospetivos mostraram que uma maior adesdo a DM esta associada a menor risco e menos
eventos corondrios agudos em doentes previamente saudaveis, a uma reducdo da
mortalidade em doentes com mais de 60 anos com antecedentes de enfarte agudo do
miocardio, a uma reducdo significativa da incidéncia ou mortalidade por doenca de
etiologia cardiovascular e que é possivel reproduzir o efeito protetor (menor mortalidade
por doenca cardiovascular) da DM se esta for aplicada em populagdes ndo mediterranicas
(homens e mulheres dos EUA seguidos durante 10 anos com score de adesdo alto).*? A

nivel do metabolismo dos glicidos, a DM permite diminuir a glicemia e desta forma ajuda
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no controlo da diabetes mellitus.*® Estudos retrospetivos e prospetivos mostraram que
uma maior adesdo a DM diminui o risco de desenvolver diabetes, a sua incidéncia e
mortalidade. Em doentes com diabetes mellitus tipo 2 melhora o controlo metabodlico ao
diminuir a hemoglobina glicosilada e a glicémia pos-prandial, e diminui a taxa de

mortalidade.*?

A acdo preventiva deste regime alimentar em vérias formas de cancro é atribuida a
mecanismos que diminuem a producdo de radicais livres e inflamagdo.!> A DM esta
associada a uma reducéo dos leucdcitos e plaquetas'?, sugerindo que seja um padréo
alimentar anti-inflamatério com efeito protetor em doencas de patogénese
inflamatoria.!>!® Estudos retrospetivos e prospetivos demonstraram que uma maior
adesdo a DM se associa a uma reducdo significativa do risco de incidéncia de cancro em
geral, excluindo cancro da pele ndo melanocitico*?, bem como da mortalidade.*?? Assim,
a DM parece contribuir na prevencdo de cancro colorretal, da mama, da prdéstata e do
endométrio — respetivamente do maior para o menor impacto da DM.*? Relativamente ao
cancro colorretal, os beneficios foram observados em doentes com fatores de risco
especificos deste tipo de cancro, nomeadamente obesidade e diabetes mellitus.!? No
entanto, ha resultados controversos. Em relacdo ao cancro da prostata, um estudo
prospetivo, com seguimento durante 24 anos, ndo revelou menor incidéncia da neoplasia,
ainda assim, a adesdo a DM associou-se a uma menor mortalidade ap6s o diagnostico
deste cancro ndo metastizado.’? No que concerne ao cancro da mama, uma meta-analise
nédo confirmou o efeito da DM no risco, denotando que a diminuigéo deste, observada nos
outros estudos derivava de caracteristicas individuais e fatores de risco das participantes,
sendo observado em mulheres sem excesso de peso, ndo fumadoras e que ndo tinham uma

menarca precoce.'?
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As doencgas neurodegenerativas caracterizam-se por uma disfuncéo neuronal progressiva
e a sua prevaléncia aumenta significativamente com o envelhecimento. Dada a sua
elevada prevaléncia e aos seus efeitos incapacitantes, o estudo de estratégias preventivas
tem um papel cada vez mais relevante.** A adesdo & DM esta associada a um menor risco
de desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como o défice cognitivo ligeiro, a
DA e outras deméncias, sendo o risco menor quanto maior o score de ades3o.%4? O timing
ideal dos efeitos benéficos parece, no entanto, ser na fase prodrémica da disfuncéo
cognitiva, antes de a deméncia estar em completa manifestacdo sintomatologica. Estudos
controlados e randomizados em idosos com elevado risco cardiovascular, demonstrou que
a introducdo deste padrdo alimentar suplementado com azeite virgem extra ou misturas
de frutos secos aumentou significativamente o rendimento cognitivo global nos maltiplos

testes realizados.1°

Por conseguinte, a adesdo a longo prazo da DM atua como um estilo de vida e regime
alimentar anti-inflamatdrio que participa na prevencao e reducdo da mortalidade de
doencas associadas a inflamagdo crénica como doencas cardiovasculares, diabetes

mellitus tipo 2 e cancro, e desta forma na promocao da longevidade.

Miméticos da restricdo calorica e seus efeitos na saude e envelhecimento

A RC, ao ser um regime alimentar dificil de manter a longo prazo com efeitos adversos
associados como a imunossupressao e diminuicdo da densidade mineral 6ssea?, conduziu
ao estudo de MRC. Um candidato a MRC né&o deve alterar, a longo prazo, o padrdo
dietético, deve modular o metabolismo energético e deve ter impacto positivo na saide e
longevidade.>?! Varias moléculas ativam as vias da sobrevivéncia associadas a RC.%°

Uma das principais categorias de MRC € a das substancias ativadoras de sirtuinas (STACs
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—do inglés sirtuin activating-compounds). Atualmente, sdo conhecidos multiplos STACs
naturais, pertencentes a diferentes classes como a de estilbenos, chalconas e flavonoides,
mas também sintéticos como imidazotiazois, tiazolopiridinas e benzimidazois. Os
primeiros STACs da SIRTL, identificados em 2003, sdo polifendis naturais, compostos
por anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxilo.’>#344 Destes, varios sdo
encontrados em alimentos recorrentes na DM, como o resveratrol, na uva e vinho tinto, o
hidroxitirosol no azeite virgem, a quercetina em cebolas e alcaparras, a fisetina em magas,
uvas, morangos e diospiros, e o quempferol em repolhos, couves, outros vegetais

cruciferos e salsa.'*

O resveratrol (RSV) foi o primeiro e mais potente STAC natural a ser identificado®3°,
aumentando a atividade da SIRT1 até dez vezes.** Esta presente na casca de uvas Vitis
vinifera e tem elevada concentracdo no vinho tinto. O RSV pertence a classe dos
estilbenos (3,5,4 -trihidroxiestilbeno), é composto por dois anéis fenolicos ligados por
uma ponte de metileno e existe, naturalmente, na forma cis e trans. Apds a sua ingestdo
oral, este €, rapidamente, absorvido no trato gastrointestinal e metabolizado aos seus
derivados sulfato e glicuronideo, nos enterdcitos. Dado que apenas 2% se mantém na
forma agliconada, os efeitos do RSV sdo imputados as suas formas conjugadas.®*® A
ativacdo da SIRT1 apresenta como requisitos estruturais e estereoquimicos a presenca de
aminoacidos hidrofébicos adjacentes ao residuo de lisina alvo, 0 que permite o
reconhecimento do substrato.!® O RSV, na forma de isdmero trans, liga-se ao terminal N,
ndo catalitico, da SIRT1, também denominado de dominio de ligagdo a STACs (SBD —
do inglés STAC binding domain).’>* Através de um mecanismo de “dobradica”
(composta pelos aminoacidos de arginina e acido glutamico), a ligacdo do RSV ao SBD
promove a modificacdo da conformacéo. Este dominio volta-se para o local de interagdo

entre o substrato e o dominio catalitico da SIRT1, e interage com o ultimo pela criacdo
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de uma ponte idnica e pontes de hidrogénio.'® Assim, a afinidade da ligacio ao substrato
aumenta, diminui a constante de Michaelis-Menten e define o RSV como um ativador
alostérico tipo K da SIRT1.%44 A identificacio de uma mutacio com substituicdo do
acido glutamico pela lisina, na dobradica, que impediu a ativacdo da SIRT1 pelo RSV e
outros STACs sintéticos, demonstrou que os STACs atuam pelo mesmo mecanismo de

acdo direto.’®

Estudos de suplementacdo do regime alimentar com RSV, em diferentes espécies,
apresentaram resultados positivos a nivel cardiovascular, metabdlico, cognitivo e motor.
Em ratinhos obesos, a suplementacdo produziu efeitos semelhantes a RC, como o
aumento da sensibilidade a insulina, o aumento da resisténcia e funcdo motora, e
estimulou a génese mitocondrial. No entanto, em ratinhos ndo obesos ndo foram
observados 0s mesmo resultados.® Em primatas ndo humanos, a suplementagdo com RSV,
durante uma dieta hiperlipidica e hiperglucidica, aumentou a sensibilidade a insulina,
promoveu a preservacdo das células B pancreaticas € a expressdo dos seus fatores de
transcricdo, preveniu o aumento da velocidade da onda de pulso e a inflamagé&o da parede
arterial.’® Estudos em humanos demonstraram melhoria no metabolismo da glicose e
diminuigdo do risco cardiovascular. Em obesos sem outras comorbilidades, o RSV
diminuiu a pressdo arterial sistolica, a taxa metabdlica em repouso e a resisténcia a
insulina, no entanto, em ndo obesos ndo ocorreram alteracGes fisioldgicas. O atraso do
declinio cognitivo foi observado em doentes com DA. Em doentes diabéticos foi
observada a reducéo da glicemia em jejum, da hemoglobina glicosilada e da resisténcia a
insulina. No entanto, ndo diabéticos ou doentes com diabetes tipo 2 bem controlada néo
apresentaram alteragdo no perfil glicémico com a suplementacdo.®®® Assim, estes
resultados sugerem que o RSV tem melhores resultados no restauro da homeostasia em

contexto de disfungdo fisiologica.
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Dado que o RSV e restantes STACs naturais sdo hidrofobicos, apresentam baixa
biodisponibilidade e interacbes multiplas com outras moléculas, e que os STACs
sintéticos de quinta geracdo apresentam, in vitro, uma ativacdo da SIRT1 mil vezes
superior com resultados positivos na saude, o estudo e desenvolvimento de STACs

sintéticos € uma area promissora no prolongar da longevidade.>4346

Discussao e Conclusao

A EMV praticamente duplicou no altimo século com a evolugéo dos cuidados de salde,
no entanto, o grande objetivo para o futuro da espécie humana passa por obter os mesmos

resultados na “satde do envelhecimento”.

A RC ¢ considerada a estratégia mais robusta no atraso do envelhecimento, das doencas
associadas ao mesmo e no aumento da longevidade. O mecanismo subjacente a este efeito
ainda ndo se encontra plenamente esclarecido, dado que o estudo das suas verdadeiras
consequéncias no ser humano, tendo este como objeto de estudo, é dificil de conduzir.
No entanto, ap6s um escrutinio rigoroso conclui-se que as sirtuinas constituem uma das
principais vias de sinalizacdo envolvidas. A sua maioritaria ativacdo por agentes
estressores, como a RC, envolve-as num grande espectro de processos, incluindo a
recentemente descoberta, e ainda parca em informacao, atuacdo em multiplas reacoes de
desacetilacdo e desacilacdo que ativam vias protetoras. Assim, sdo reguladores major do
envelhecimento e de doencas associadas a este, conferindo um papel cardioprotetor,
neuroprotetor, oncoprotetor e de controlo metabdlico a RC. Adicionalmente, o
silenciamento génico, a promocdo da DDR e a manutencéo da estabilidade genémica,
obtidos pela desacetilacdo, desacilacdo e modulacdo da metilagdo de DNA, faz com que

tenham, igualmente, um papel de relevo de regulacéo epigenética que promove 0 aumento
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da longevidade. Desta forma, a expressao das sirtuinas é inversamente proporcional ao
envelhecimento e a sua ativacdo € uma das principais vias de interesse no caminho do

envelhecimento saudavel.

A DM, patrimonio cultural imaterial da Humanidade pela UNESCO, € um dos melhores
exemplos de uma dieta saudavel com evidéncia clinica na prevencdo e tratamento de
doencas associadas a inflamacéao cronica. Dado que foi demonstrada a reprodutibilidade
dos seus efeitos benéficos quando aplicada fora da regido mediterrénica, tornou-se um
dos principais pilares das politicas de saude publica de multiplos paises. Apesar dos
resultados contundentes na saude, como a prevencdo de doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2, cancro e a reducdo da mortalidade, os mecanismos responsaveis
ainda ndo estdo completamente esclarecidos, permanecendo a ddvida se resultam da acao

de alimentos/nutrientes especificos ou da acdo sinérgica entre estes.

O resveratrol, um dos polifenois naturais constituintes da DM, é o ativador natural das
sirtuinas mais potente ja identificado, sendo um dos mecanismos de acéo potencialmente
envolvidos nos regimes alimentares em estudo. Desta forma, atraves do uso de ativadores
alostéricos exogenos das sirtuinas é possivel mimetizar os efeitos benéficos da RC
evitando os efeitos secundarios indesejados que lhe estdo associados. Em diferentes
espécies a suplementacdo com RSV teve um impacto positivo a nivel cardiovascular,
metabolico, cognitivo e motor. No entanto, em individuos saudaveis ou com patologia
bem controlada ndo se obtiveram os mesmos efeitos, 0 que sugere que o RSV € mais
eficaz no restauro da homeostasia em contexto de disfuncao fisiologica. Por conseguinte,
dado que os STACs contribuem para a prevencdo e tratamento de varias patologias
através da ligacdo a SIRT1, é importante estudar a existéncia de outros compostos da DM

que possam ser MRC, perceber se as outras sirtuinas também poderdo ser ativadas de
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forma alostérica e investir no desenvolvimento e estudo de STACSs sintéticos, uma vez

que sdo mais potentes e com maior biodisponibilidade que os naturais.

Por Gltimo, tendo a prética clinica e o doente como principais prioridades e, tendo em
conta o envelhecimento da populacdo é recomendada a adesdo a um regime alimentar
com ligeira reducdo da ingestéo caldrica, baseado nos alimentos e nutrientes constituintes
da DM, acompanhado de exercicio fisico e com partilha das refeicbes com familiares e
amigos de forma a atrasar o envelhecimento, prevenir as doengas associadas a este e

prolongar da longevidade.
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