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ABREVIATURAS

8-epi-PGF20_ 8-epi-prostaglandina F2a
8-OHdG_ 8-hidroxi-2’deoxiguanosina
8-oxodGuo_ 8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine
8-oxoGua_ 8-0x0-7,8-dihydroguanine
8-o0xoGuo_ 8-ox0-7,8-dihydroguanosine
ADN_ 4cido desoxirribonucleico

ADNmt_ ADN mitochondrial

AGE_ advanced glycation end products
AMPK_ AMP-activated protein kinase

AP_ activator protein 1

APP_ amiloide precursor protein

ARN_ 4cido ribonucleico

BAX_ bcl-2 associated X protein

BDNEF_ brain derived neurotrophic factor
BEN/NER_ base and nucleotide excision repair

CALERIE_ Comprehensive Assessment of the Long-term Effect of Reducing Intake of
Energy

CpG_ cytosine phosphate guanine

CRONies_Calorie Restriction with Optimal Nutrition
CTE_ cadeia transportadora de eletroes

DPOC_ doenca pulmonar obstrutiva crénica

E2F-1_ E2F transcription factor 1

eNOS_ endothelial nitric oxide synthase

ERQO_ espécies reativas de oxigénio

FapyGua_ 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine
FOXO_ O subclass of the forkhead family of transcription factores
GH_ growth hormone

GLUT4_ glucose transporter type 4

GPx_ glutationa peroxidase

H>0,_ peréxido de hidrogénio
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HDL-C_ high density lipoprotein cholesterol
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HRV_ heart rate variability

hTERT_ human telomerase reverse transcriptase

IGF-1_ Insulin-like growth factor 1

IL-6_ interleucina 6
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JNK_ c-Jun N-terminal kinase

LDL-C_ low density lipoprotein cholesterol

MEC_ matriz extracellular

MRC_ miméticos da restri¢do caldrica

mTOR_ mammalian target of rapamycin

NAD+_ nicotinamide adenine dinucleotide (oxidado)

NADPH_ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen (reduzido)
NE_ norepinefrina

NRF2/ARE _ nuclear factor erythroid 2 related factor 2/ antioxidant response
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PGC-1a_ peroxisome proliferator-activated receptor G co-activator la
PGDEF__ platelet-derived growth factor

RAS_ superfamilia de proteinas de pequenas GTPases

RC_ restricdo caldrica

ROCKI1_ Rho-associated protein kinase-1

SIRT_ sirtuina

SNA_ sistema nervosa auténomo

SOD_ superdxido dismutase

SODMn_ superéxido dismutase de manganés

STACSs_ sirtuin activating compounds

TGF_ tumor growth factor

TNFo_ tumor necrosis factor a

TTGO_ teste de tolerancia a glucose oral

WD _ western diet
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RESUMO

A dieta de restri¢do caldrica tem potencial para contrariar o aparecimento de patologias
associadas a idade, reduzir o ritmo de envelhecimento, e aumentar a longevidade, intervindo
tanto no envelhecimento primério como no secunddario. Os seus efeitos vao muito para além da
diminui¢do do peso corporal. Praticamente todos os fatores de risco da doenga aterosclerética
sao melhorados, o que juntando ao decréscimo dos mediadores inflamatérios e a diminui¢ao de
fibrose, vai preservar a integridade da fun¢do vascular durante o envelhecimento. A RC revelou
diminuir o risco de diabetes mellitus tipo 2, e aumentar a adiponetina; os seus efeitos na insulina
sao complexos mas apontam no sentido de aumentar a sobrevivéncia. A RC retarda também a
deterioracao do SNA, tem um papel favorecedor no cérebro, especialmente se este ja for
envelhecido, e mostra-se capaz de reduzir o aparecimento de neoplasias malignas. Através da
modulacdo do stress oxidativo, a RC afeta amplamente processos inerentes a deterioragao do
organismo com o tempo, como a peroxidagao lipidica, a oxidacao de proteinas, o dano do DNA

nuclear e mitocondrial, o dano do RNA.

Ao estimular a atividade de sirtuinas, a RC consegue estabilizar a transferéncia de
eletroes na CTE, aumentar a biodisponibilidade da eNOS (diminuindo a pressdo arterial),
modular a transcri¢do de genes pela desacetilacdo de histonas, o que implica a compactacgdo da

cromatina, e intervir ainda na preven¢ao da doenca de Alzheimer.

PALAVRAS-CHAVE

Restri¢do caldrica; Envelhecimento primério; Envelhecimento secundério; Longevidade; Stress

oxidativo; Sirtuinas.
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ABSTRACT

The diet of calorie restriction (CR) has the potential to counteract the emergence of age-
associated pathologies, to reduce the rate of aging, and to increase longevity, intervening in
both primary and secondary aging. CR effects go far beyond the decrease in body weight.
Almost all the risk factors for atherosclerotic disease are improved, which associated to the
decrease of inflammatory mediators and of fibrosis will preserve the integrity of the vascular
function during aging. CR revealed to decrease the risk of type 2 diabetes mellitus, and increase
the adiponectin; CR effects on insulin are complex but they indicate an increase in the survival.
RC also delays SNA deterioration, has a protective role in the brain, particularly in the aging
brain, and shows capacity to reduce the appearance of cancer. Through the modulation of
oxidative stress, RC widely affects processes inherent to the deterioration of the body over time,
such as lipid peroxidation, protein oxidation, and damage of nuclear and mitochondrial DNA

and RNA.

By stimulating the activity of sirtuins, CR can stabilize the electron transfer in the
electron transport chain, increase the bioavailability of eNOS (which will decrease blood
pressure), modulate genetic transcription by deacetylation of histones, which implies the

compaction of chromatin, and it can even intervene in the prevention of Alzheimer's disease.

KEY-WORDS

Calorie restriction (CR);, Primary aging; Secundary aging; Longevity, Oxidative stress;

Sirtuins;

Ana Rita de Castro Paupério da Silva Aluna n°: 2010167691 Ano Letivo 2013/14
Mestrado Integrado em Medicina Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Portugal



INTRODUCAO

O envelhecimento € caracterizado pela deterioracao progressiva das funcdes fisioldgicas
e dos processos metabdlicos, levando a um aumento da mortalidade e morbilidade. Apesar de
muitas teorias terem sido propostas para explicar o processo do envelhecimento, nenhuma delas
parece ser completamente satisfatdria. A tabela 1 apresenta de uma forma sumaria as principais

teorias do envelhecimento sugeridas até a data.(1)

O envelhecimento primério refere-se 4 deterioragdo inevitdvel das células e dos tecidos,
independentemente de doenca ou de fatores ambientais. O envelhecimento secundério consiste
no declinio resultante de influéncias externas, tais como doenca e estilos de vida prejudiciais.
Enquanto que quando se abranda o envelhecimento primério a longevidade aumenta, o atraso
do envelhecimento secunddrio afeta maioritariamente a esperanca média de vida. A restricao
calérica (RC) € o tnico meio ndo genético conhecido capaz de interferir com ambas as formas

de envelhecimento, primério e secundario. (2,3)

A restri¢do caldrica refere-se a uma dieta em que a ingestao energética se encontra notavelmente
abaixo do valor que seria consumido numa dieta ad libitum (geralmente refere-se a <10% para
humanos e < 20% para animais), mas que nao leva ao desenvolvimento de malnutricdo (devido
a falta de vitaminas, minerais ou biomoléculas essenciais).(4,5) Os estudos realizados tém
conferido especial cuidado a este ultimo aspeto, ao realizar uma RC que ndo assente numa
diminui¢do da ingestdo de proteinas e micronutrientes, mas sim numa dieta enriquecida para

evitar malnutricao.(4)
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Tabela 1: Teorias bioldgicas do envelhecimento. Tabela adaptada de (1).

(A) Teorias Programadas

1. Teoria do encurtamento dos

telomeros

2. Teoria neuro-endocrina

3. Teoria imunoldgica

(B) Teorias Estocdsticas

1. Teoria do desgaste

2. Teoria metabdlica

3. Teoria da glicosilacdo/ligacdes

cruzadas

4. Teoria dos radicais livres/

stress oxidativo/mitocondrial

5. Teoria do dano do ADN

somatico

O envelhecimento resulta de trocas sequenciais de certos genes. Os
teldmeros t€m um papel na instabilidade genémica com a idade.

O reldgio biolégico atua através do sistema neuro-enddcrino no
controlo da evolucao do envelhecimento.

O sistema imune estd programado para se deteriorar, o que leva a

uma maior vulnerabilidade a inflamacdo aguda ou crénica,

resultando em envelhecimento e morte.

As células e tecidos tém constituintes vitais que se desgastam,
levando ao envelhecimento.

Quanto maior a taxa metabdlica basal do oxigénio, menor € o tempo
de vida.

A acumulagdo de constituintes modificados, como por exemplo
ligagdes cruzadas e glicosilacdo de proteinas, danifica células e
tecidos, resultando no envelhecimento.

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio (ERO) causam
dano celular, e a acumulacdo de dano oxidativo leva ao
envelhecimento. A mitocdndria é uma das principais fontes de
ERO, bem como um alvo destas.

O dano do ADN ocorre continuamente em células vivas. A maioria
desse dano é reparado, enquanto algum se acumula, resultando em

disfuncao celular e envelhecimento. Em particular, o dano do ADN

mitocondrial leva a disfuncdo da mitocondria.
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Desde os anos 30 do século passado, a RC ao longo da vida vem sendo consistentemente
estabelecida como uma intervencao capaz de abrandar a taxa de envelhecimento e de aumentar
tanto o tempo de vida médio como méximo em virias espécies.(1,6) E de referir que o balanco
energético negativo pode ser obtido tanto reduzindo a ingestdo como aumentando o gasto
energético; o exercicio fisico, no entanto, s6 foi relatado ter efeitos na esperanca média de vida,

nao afetando o tempo méaximo de vida.(7)

-

E merecido especial foco num estudo recente, o Comprehensive Assessment of the
Long-term Effect of Reducing Intake of Energy (CALERIE), cujas descobertas irdo
incrementar substancialmente o conhecimento cientifico no que diz respeito a restri¢do caldrica,
saude cardiovascular e envelhecimento em humanos. O CALERIE € o primeiro ensaio clinico
aleatorio que visa os efeitos da RC nos biomarcadores do envelhecimento e da longevidade na
espécie humana. A fase 1 compreendeu 3 estudos independentes, de curto periodo (6-12 meses)
e muitos dos seus resultados serdo aqui reportados. A fase 2 foi um estudo multicéntrico que
usou uma dieta intensiva e intervencdes comportamentais focadas em obter uma RC de 25%
durante um periodo de 2 anos; os individuos em estudo eram sauddveis (homens com 21-50
anos e mulheres com 21-47 anos de idade) e ndo obesos (indice de massa corporal entre 22.0 e
28.0 kg/m?). As descobertas terdo implicacdes de peso na compreensio dos efeitos da RC. No

entanto até ao momento s6 alguns dos resultados foram divulgados.(8,4)

Neste artigo de revisdo pretende-se referir e avaliar os factos obtidos até a atualidade
que mostraram estar relacionados, ou que tém potencial de se virem a provar relevantes, na

hipétese da dieta de RC ter um impacto repressor sobre o envelhecimento.

Serdo, entdo, aqui abordadas as varias vias, potenciais e j4 instituidas, para esse efeito.
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METODOS

Através de pesquisa efetuada na base de dados eletronica da PubMed, procedeu-se
inicialmente a uma revisao sistemadtica da literatura utilizando diversas combinacdes das
seguintes palavras-chave: “alimentacdo”, “envelhecimento” e “restri¢do caldrica”. Com base
no titulo, no resumo, no nimero de citacdes, e de acordo com a sua acessibilidade, procedeu-
se a selecdo dos artigos publicados em inglés e portugués entre os anos 2005 e 2013, nao
descurando, no entanto, qualquer artigo que nao se enquadrasse nos parametros referidos mas
que se revelasse devidamente pertinente. A medida que a revisdo bibliografica foi efetuada,

mostrou-se relevante recorrer as referéncias bibliograficas de determinados artigos, expandindo

desta forma, a bibliografia analisada.

Esta revisao foi redigida com base nas normas propostas para o trabalho final do 6° ano,
equivalente ao grau de mestre, no ambito do ciclo de estudos do Mestrado Integrado em

Medicina da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.
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RESULTADOS

1. Restricdo caldrica e longevidade

Inicialmente, as teorias do impacto da RC na duracdo da vida eram baseadas no atraso
da taxa de crescimento (ideia que foi afastada devido a efeitos demonstrados em animais ja
maduros), na diminuicdo da taxa de metabolismo e na diminuicdo da gordura corporal. No
entanto, estas doutrinas tém sido sobrepostas, dando énfase a outros mecanismos induzidos pela
RC que podem contribuir para uma maior longevidade, a saber: o aumento da apoptose
(reduzindo a acumulacdo de células danificadas), a atenuacao do dano oxidativo e a diminuicao

da temperatura corporal.(4)

Apesar do grande interesse das implicagdes da RC na saide e longevidade humana, os
efeitos sobre a mortalidade em seres humanos nao foram bem caracterizados, em parte devido
as 6bvias exigéncias de tempo, e em parte devido as flutuagdes na adesao evidentes num estudo

randomizado.(4)

A conformagdo em “U” da curva de relacdo entre o indice de massa corporal e a
sobrevivéncia remete para o facto de que tanto o excesso de peso como o baixo peso se podem

associar a uma curta longevidade. No entanto, estes estudos nao sdo causais.(4)

A populacdo do arquipélago Okinawa, no Japdo, cuja dieta tradicional é baixa em
calorias mas nutricionalmente rica, foi notada ter uma das mais elevadas longevidades do
mundo (9), sendo que os individuos na sua oitava década de vida revelaram uma ingestdao
energética 11% mais baixa do que a recomendada ao longo da primeira metade da idade
adulta.(6) No entanto, dados recentes mostraram que o baixo peso ao nascimento aumenta o

risco de doengas crénicas no futuro, analisando estudos epidemioldgicos observacionais que
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relacionaram o baixo comprimento e o baixo peso ao nascimento com incidéncias mais elevadas

de doenga corondria, diabetes mellitus tipo 2 e adiposidade, na vida adulta.(9,5)

Tem sido proposto que o aumento da sensibilidade a insulina e a diminui¢ao da glucose
plasmética com menos glicosilagdo de macromoléculas s@o importantes fatores na extensao da
longevidade pela RC. No entanto, dados recentes sugerem que a resisténcia a insulina localizada
(p.e. tecido adiposo e cérebro) ou sistémica, € associada a um aumento da longevidade. Ratos
transgénicos com hiperexpressao da GLUT4 (proteina transportadora de glicose dependente de
insulina) no coragdo, musculo-esquelético e tecido adiposo, mostraram diminui¢ao na glucose
plasmética mas ndo viveram mais tempo. No entanto, os ratos sujeitos a RC, quer transgénicos

quer ndo transgénicos, tiveram um aumento do tempo maximo de vida. (10)

O estudo CALERIE demonstrou recentemente que 6 meses de 25% de RC resultam em
diminui¢des significativas da temperatura corporal e da concentracdo da insulina de répida

acdo, ambos biomarcadores de longevidade.(9)

2. Restricdo caldrica e os seus efeitos no gasto energético

O estudo CALERIE pretende avaliar a hipétese de que a RC resulta numa adaptacao
metabdlica definida por (a) uma reducdo do metabolismo basal, ajustado as alteracdes da
composi¢do corporal, e (b) uma diminuicao da temperatura corporal, sendo o ponto (a) proposto
como um dos mecanismos pelos quais a RC atrasa o envelhecimento, possivelmente pela
diminui¢do de dano oxidativo, que € associado a ingestdo energética acima das necessidades
corporais. Conjetura-se também acerca da influéncia da RC na diminui¢@o das concentragdes
plasmdticas da triiodotironina e na diminuic¢io da inflamacdo determinada pela concentragdao

plasmética do TNFa. (3) Foram, neste estudo, evidenciadas diferencas no gasto energético com
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RC, que incluem diminui¢des associadas com a perda de peso e de massa magra, mas também
diminui¢des independentes da composi¢ao corporal, o que indica uma adaptacdo do
metabolismo com a RC. A adaptacdo metabdlica proporciona maior eficiéncia na utilizacdo da
energia e é provavel que esta tenha uma base hormonal e que esteja relacionada com
manifestacoes fisicas de baixo gasto energético tais como a reduc¢do da temperatura corporal.
Sabe-se que a temperatura corporal varia com a taxa de metabolismo, e € considerada um
biomarcador de longevidade em roedores e primatas ndo humanos. Dados preliminares da fase
1 do estudo CALERIE, indicaram uma redugdo significativa da temperatura corporal nos

grupos com RC.(2,11)

Foi comprovado que a diminui¢@o da taxa metabdlica em macacos sujeitos a RC por 11

anos se deveu a uma reducdo do gasto energético em repouso. (12)

3. Restricdo caldrica e seus efeitos na doenca aterosclerética/ inflamacéo/ fibroesclerose

Os fatores de risco cldssicos das doencas aterosclerdticas (cardiovasculares,
cerebrovasculares e vasculares periféricas) incluem dislipidémias (lipoproteina de baixa
densidade [LDL-C] alta, lipoproteina de alta densidade [HLD-C] baixa, e triglicerideos
elevados), pressdo arterial elevada, diabetes mellitus e habitos tabédgicos. Todos, exceto os
habitos tabagicos, sdo melhorados com a RC em modelos animais, quer diretamente quer por
via da diminui¢do de peso a que se associa. A RC melhora o perfil sérico lipidico, reduzindo o
risco de aterosclerose; a extensdo em que o nimero ou o tamanho das particulas de lipoproteinas
sao afetados, permanece desconhecida. A pressdo arterial elevada € um fator de risco major
para aterosclerose, enfarte e faléncia renal; além disso, o envelhecimento cardiovascular resulta

num aumento progressivo da rigidez arterial o que causa um aumento da pressdo arterial
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sistolica. No estudo Biosphere 2, realizado em humanos, a RC com a duragao de 2 anos teve

consequéncias favordveis na pressao sanguinea.(4)

A RC severa a longo termo tem um efeito protetor extremamente poderoso contra o
risco de desenvolver doenga aterosclerdtica cardiovascular. Este efeito evidencia-se por
notdveis diminui¢des da pressdo arterial, do colesterol total, do LDL-C, dos triglicerideos, da
proteina C reativa (PCR), da interleucina 6 (IL-6) e do TNFa, e por aumento do HDL-C. A
reducdo do risco manifesta-se pela auséncia do espessamento com o tempo da camada
intima/média da artéria cardtida e pela inexisténcia completa de placas de aterosclerose. A
func¢ao ventricular diastdlica esquerda foi também substancialmente melhor no grupo sujeito a

RC. (4,13)

A inflamacdo crénica e a producdo de citocinas pré-inflamatérias pelos leucdcitos
mononucleares estimulados, aumenta com a idade. Dado que a RC diminui a libertagdo aguda
das citocinas pré-inflamatérias em resposta a endotoxinas, a resposta inflamatéria excessiva
pode ser prevenida com a adocao deste tipo de dieta, protegendo também da desregulacdo da

producdo de citocinas pré-inflamatdrias, que se associa ao envelhecimento.(4)

Um estudo realizado em membros da Calorie Restriction with Optimal Nutrition
(CRONies) revelou que o grupo sujeito a RC demonstrou uma diminui¢do de mediadores
inflamatérios e um perfil cardiovascular mais favordvel comparativamente aos individuos
sujeitos a uma dieta ocidental. (6) Resultados similares foram obtidos pelo estudo

CALERIE.(5)

Fontana et al. avaliou o efeito da RC ao longo de 6 anos, concluindo também que a RC
de longa duracdo melhora significativamente os fatores de risco da aterosclerose, a citar:
colesterol total, LDL-C, HDL-C, triglicéridos, PGDF AB, PCR e pressao sistlica e

diastolica.(5)
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Os produtos finais da glicosilagdo avancada (AGE) desempenham um notédvel papel na
patogénese do envelhecimento e nas doencas cardiovasculares, entre outras. Os AGEs sao
modificagcdes de proteinas ou de lipidos que depois de contactarem com agucares (aldose), se
tornam glicosilados e oxidados de uma forma ndo enzimatica. Alguns estudos notaram que a
RC atenua a acumulacdo destes produtos (AGE), incluindo a pentosidina e a carboximetil-
lisina, produtos da modifica¢do oxidativa de proteinas glicosiladas. A elevacdo a longo termo
da leptina (hormona produzida nos adipécitos que atua no apetite) tem um efeito pro-
inflamatério e promotor da proliferacao do musculo liso e da rigidez arterial. A adiponetina
reverte a resisténcia a insulina aumentando a captagao de glucose pelo musculo e pelo figado,
diminuindo a producao de glicose hepatica e aumentando a sensibilidade a insulina. A RC induz
o aumento da concentragdo de adiponetina circulante, opondo-se aos efeitos do envelhecimento

através da diminui¢do de glicosilacdo de proteinas e de formacao dos AGE. (1,14)

O stress oxidativo € muitas vezes mediado pelos seus proprios produtos finais, sendo
um deles o HNE (4-hidroxi-2-nonenal). O HNE € um produto especifico da peroxidagao lipidica
de dacidos gordos polinsaturados n-6, maioritariamente representados nas membranas
bioldgicas. O HNE vem sendo crescentemente relatado como envolvido na patogénese de
inimeros processos inflamatérios e degenerativos, incluindo a aterosclerose, doenga de
Alzheimer e Parkinson, fibrose hepdtica, glomeruloesclerose e DPOC. A fibrose pode ser
considerada um indice significativo do envelhecimento tecidular. Um aspeto essencial na
fibrose € a ativagdo de fibroblastos ou de células especificas de certos tecidos (miofibroblastos,
células mesangiais, entre outras), proliferando e produzindo matriz extracelular (MEC). O
aumento da ativacdo de TGFf1 estimula a producgao e inibe a degradacdo de vdrias proteinas
da MEC, com deposicao excessiva de MEC e fibrose proeminente. O HNE induz a expressao
e a sintese de TGFf1 e ativa o fator de transcricdo AP-1. Modelos de ratos transgénicos com

excessiva producdo de TGFB1 mostraram um aumento de fibrose e inflamacdo no figado,
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pancreas, coracao, rins e artérias. A RC tem revelado modular com grande impacto todos estes
mecanismos. Evidéncias existem de que a RC diminui o stress oxidativo, diminuindo a
acumulacdo de HNE e, consequentemente, a expressdo de TGFf1 e a deposi¢do de colagénio,
possivelmente por regular negativamente a ativacao da JNK, da p38 e da ligacao nuclear do
fator de transcricao da AP1 (Fig.1). A RC a longo termo diminui a deposicao perivascular de
colagénio e mantém os cardiomidcitos menores e mais jovens no ventriculo esquerdo; animais
sujeitos a RC mostraram-se também com alteragdes da aorta inerentes a idade avangada menos
pronunciadas, relativamente a acumulacdo de colagénio, degradacdo de fibras eldsticas e
modificagcdes celulares. Em suma, a RC preserva a integridade da fungdo vascular durante o

envelhecimento, modulando a explosdo inflamatéria das reacdes oxidativas. (15)

1 HNE ‘ IJNK and p38 achvahon

AP 1 actlva 7

\ TGFpB1 and ¢ Ilagen gene /

Ol'l

. i

1 fibrosis

Fig.1 Modelo do mecanismo pelo qual a RC pode
exercer uma acao protetora contra a fibroesclerose.(15)

4. Restricdo caldrica e os seus efeitos no eixo neuro-endécrino e no SNA

Julga-se que a norepinefrina (NE) plasmatica medeia alguns dos efeitos da RC no
envelhecimento. A concentracdo de NE aumenta com o avanco da idade, devido tanto ao
aumento da secrecdo como ao decréscimo da sua remog¢ao, o que pode levar a deterioracdo da

fun¢do cardiovascular e metabdlica. A NE terd, entdo, potencial de marcador primério do
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envelhecimento, acrescendo que a perda de peso se associa com um decréscimo da

concentracdo plasmatica da NE.(4)

A funcdo autondmica € alterada com o avango da idade. O indice de variabilidade da
frequéncia cardiaca (HRV) € um marcador da fun¢do do sistema nervoso auténomo (SNA) que
declina progressivamente com a idade e também com vdrios estados de doenga, acrescendo que
arelacdo entre uma alta HRV e bons indices de satide estd bem estabelecida. Stein et al. (2012),
num estudo de corte transversal, que comparou um grupo sujeito a RC por uma média de 7 anos
com um grupo sujeito a uma dieta tipicamente ocidental (WD), mostrou todos os valores
indicativos da HRV serem significativamente mais altos no grupo com RC, tendo estes valores
sido comparaveis aos de individuos sauddveis 20 anos mais novos. Outra conclusao relevante
deste estudo foi que a RC aumenta a atividade parassimpética e diminui a simpatica, para além
de fortes evidéncias sugerindo que a RC de longo termo retarda a deterioracao do SNA ligada
ao envelhecimento em humanos. (5) Num outro estudo, realizado por Meyer et al. os valores

da func¢do diastélica comprovaram-se notoriamente mais “jovens” na institui¢ao de RC. (16)

As carateristicas bioldgicas dos animais submetidos a dieta de RC compreendem o
aumento das hormonas de stress (cortisona ou cortisol dependendo da espécie), a diminui¢do
da insulina (e da glucose, pelo aumento da expressdao de um transportador da glucose), da
hormona tiroideia e das hormonas reprodutivas (diminuindo as capacidades reprodutivas) e a
supressdo da excrecao da hormona de crescimento (GH), que por sua vez diminui os niveis de
fator de crescimento insulina-like 1 (IGF-1). Alguns destes efeitos mimetizam niveis tipicos
observados em individuos jovens. Em primatas ndo humanos, a RC revelou diminuir o risco de

diabetes mellitus tipo 2. (17,10,2,14)

Num estudo, Fontana et al., analisou um grupo de individuos sujeito a RC severa por

cerca de 7 anos (RC), um grupo de individuos com treino de alta resisténcia por uma média de
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21 anos (EX) e um grupo de individuos sedentarios, ndo obesos, sujeitos a uma dieta ocidental
(WD). O grupo RC revelou um nivel significativamente mais alto de adiponetina plasmaética,
de 4cidos gordos livres plasmaticos, e da concentracdo plasmatica do recetor de AGE (tal como
o grupo EX). O grupo RC revelou um nivel significativamente mais baixo de resistina
plasmética e de IL-6 plasmatica (a semelhanga do grupo EX). A sensibilidade a insulina foi
também claramente elevada (mas também no grupo EX), e no TTGO, a glicémia foi
evidentemente baixa aos 30 minutos (em relacdo aos grupos EX e WD), mas bastante mais
elevada aos 90 e 120 minutos (comparativamente ao grupo EX). E intrigante que os valores
obtidos na maioria dos individuos do grupo RC no TTGO aos 120 minutos, tenham satisfeito
os critérios de diagndstico para intolerancia a glucose ou valores de glicémia normal-alta, sendo

que todos eles eram extremamente magros e tinham um perfil metabdlico 6timo. (10)

Os dados sugerem que a RC crénica e severa possa estar associada em alguns individuos
a uma certa resisténcia periférica a insulina, maioritariamente causada pela baixa massa
muscular com diminuic¢ao da capacidade de captacao da glucose. A diminui¢do da sensibilidade
a insulina pode elevar a sobrevivéncia prevenindo a hipoglicémia, mantendo assim a glucose
circulante para os 6rgaos que requerem esta fonte de energia. A RC crénica induz um prejuizo
na sinalizac@o da insulina a nivel recetor e pds-recetor; esta reducao da sinalizacao da insulina
mediada pela RC pode consistir uma resposta metabdlica protetora contra a hipoglicémia em
condi¢cdes de escasso alimento. Evidéncias sugerem que a diminuicdo da sinalizacdo da
insulina, e nd3o o aumento da sensibilidade a insulina, estd implicada no atraso do
envelhecimento com aumento da longevidade. E possivel que a RC severa através deste
mecanismo medeie a expressdo de genes anti-envelhecimento, e regule negativamente a

expressao de genes pro-envelhecimento.(10)
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A diminui¢ao da massa gorda durante a RC estd fortemente estabelecida. O tecido
adiposo branco tem um papel de destaque na resposta inflamatéria, imune e na glicémia,
mediado pela adiponetina. A secre¢ao da adiponetina é aumentada pela diminui¢do da ingestao
caldérica e diminuida pela insulina, pelo IGF1 e também pelo aumento do tamanho dos
adipdcitos. Esta hormona promove a oxidacdo dos dcidos gordos no tecido adiposo e diminui a
acumulagdo de lipidos noutros tecidos periféricos. Para além disso a adiponetina suprime
desajustes metabdlicos que podem levar ao diabetes tipo 2, obesidade, aterosclerose e sindrome
metabolico, acrescendo que esta hormona regula a producdo energética mitocondrial via
AMPK. O AMPK regula positivamente a captacdo celular de glucose, a -oxidagao de acidos
gordos e a expressdo do GLUT4, para além de estimular a atividade da 6xido nitrico sintetase
endotelial (eNOS), diminuindo o risco de doenca cerebral isquémica. Os efeitos adicionais
cardioprotetores da adiponetina numa dieta de RC sdo a inibicdo da libertacdo do TNFa e da
sintese de moléculas de adesdo nas células endoteliais, adiando a progressao da aterosclerose.
A ac¢do inibitéria da adiponetina na inflamacgao € mediada pelo seu envolvimento na reducao da
secrecdo de TNFa (citocina envolvida na inflamacao sistémica) pelos mondcitos, macréfagos

e células espumosas.(5)

5. O paradoxo da restricdo caldrica e da obesidade em individuos mais velhos

O conceito de que a redugdo de ingestao caldrica pode levar a um envelhecimento mais
bem conseguido pode ser abalada pelo facto da perda de peso em adultos mais velhos gerar um
maior declinio na vida tardia, sendo associado a doencas crénicas e prejuizo cognitivo. Desta
forma, até recentemente no campo da geriatria, a maior preocupacio tem sido prevenir a perda
de peso e nao promové-la. Para além disso, existem evidéncias de maior sobrevida em adultos

pesados com doengas inflamatdrias caracterizadas por caquexia, o que leva a “epidemiologia
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reversa” da obesidade, pondo em causa a ideia de que a perda de peso € desejavel em idosos.

“4)

Vém também sendo criadas evidéncias de que os adultos sauddveis tém maiores
beneficios fisiol6gicos com uma dieta bem planeada de moderada restri¢ao, contrariando uma
restri¢do caldrica mais pronunciada. Na sequéncia disso, levanta-se a questdo de que os
beneficios da institui¢do da dieta de restri¢do caldrica podem ndo ser os mesmos se esta for

aplicada precoce ou tardiamente na vida.(4)

A RC como intervenc¢do tardia na vida humana, pode revelar-se contraprodutiva em
individuos frageis e sarcopénicos, nos quais a ingestdo apropriada de proteinas e calorias €
essencial para a manuten¢do da massa dssea e muscular. Contudo, estas preocupacdes podem
ser superadas usando um regime de restricdo calérica mais moderado combinado com um
programa de treino fisico. (17) Para além de que, em multiplos estudos, analisando diferentes
organismos, grupos musculares e vdrias restricdes dietéticas, a RC abrandou a progressao da
sarcopenia diminuindo a perda e atrofia das fibras musculares, manteve a for¢a e o tamanho das
fibras musculares tipo Il e atenuou a remodelacdo de musculo esquelético reduzindo o tecido

fibrotico.(18)

6. Restricdo caldrica e o stresse oxidativo

O stress oxidativo e os antioxidantes influenciam tanto o processo “intrinseco’ primario
do envelhecimento como também varios processos patoldgicos secundarios associados a idade
(19), sendo a hipdtese do stress oxidativo uma das mais correntemente aceites explicagdes para
o envelhecimento a nivel bioquimico e celular.(11) A RC terd efeitos nestes processos através
de vdrias proteinas sinalizadoras celulares e, em vias sensiveis a energia, como IGF-1, TOR e

sirtuinas sdo recrutadas e, provavelmente através de antioxidantes e modulacdo do stress
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oxidativo, contrariam o aparecimento de patologias associadas a idade, reduzem o ritmo de

envelhecimento, e aumentam a longevidade em varios modelos animais.(19)

A medi¢do da peroxidacdo lipidica tem sido usada frequentemente para apoiar o
envolvimento das reacdes de radicais livres no envelhecimento e em condi¢des patoldgicas.
Entre vérios indices de peroxidagao lipidica, os isoprostanos tais como a 8-epi-PGF2a, produtos
da peroxidacdo nao enzimadtica de lipidos, sdo tidos como marcadores bons e sensiveis da
peroxidacao lipidica. Esses produtos, que circulam no plasma, sdo excretados na urina e cré-se
que sejam quimicamente estaveis. Informacao recente indica que a excre¢ao urindria de 8-epi-
PGF2a se coliga a stress oxidativo e producdo de radicais livres in vivo; portanto, pode servir
como um indice ndo invasivo de peroxidacao lipidica in vivo e de alteragdes na produgao de

radicais livres associadas a RC.(19,7)

Estudos realizados em animais demonstraram que a RC aumenta significativamente a
atividade de varias enzimas antioxidantes, incluindo a catalase, a superéxido dismutase (SOD),
a glutationa S-transferase e a glutationa peroxidase (GPx). Por conseguinte, a RC através da
regulacdo positiva de enzimas antioxidantes e mecanismos de reparacdo, pode reduzir o stress
oxidativo e dano de lipidos, proteinas e ADN. Portanto, a determinacdo de modificagdes destes

parametros in vivo pode ajudar a compreender a eficacia da RC nos humanos.(19)

Evidéncias sugerem que a RC atenua o stress oxidativo pela ativagao da via NRF2/ARE,
induzindo uma variedade de proteinas antioxidantes como a GPx, acrescendo que a RC parece

induzir a expressao da eNOS, produzindo 6xido nitrico, o que regula positivamente a GPx.(19)

A carbonilagdo de proteinas em animais revelou incrementar com a idade, e a RC tem

demonstrado diminuir este marcador de oxidacdo proteica em ratos.(19)
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A RC reduz também o dano oxidativo do ADN relacionado com o envelhecimento em
modelos animais. A 8-hidroxi-2’deoxiguanosina (8-OHdG), um marcador do dano oxidativo
do ADN, tem mostrado aumentar com o avango da idade no rim, coragdo, e cérebro de ratos.
Tem-se constatado uma mais alta excre¢ao de 8-OHAG na urina de 24 horas de individuos mais
velhos, em comparagdo com a de individuos mais jovens, bem como mais elevada em pacientes
idosos com artrite reumatdide (associada a stress oxidativo) do que em idosos controlo. Um
estudo recente relatou que uma RC de 25% ou mais, em individuos com excesso de peso, foi
eficaz na reduc¢do do dano oxidativo do ADN de linfécitos; no entanto este meio de medi¢cao
reflete apenas o efeito da RC num tipo especifico de células e ndo a sua acdo no organismo
como um todo, sugerindo que a medicdo da excrecio do 8-OHdG urindrio é um bom

biomarcador em humanos. (10)

Um estudo levado a cabo pelo CALERIE analisou individuos com peso moderadamente
elevado (IMC: 25-30 kg/m?) sujeitos a uma dieta de RC de 10% e de 30% da ingestdo caldrica
basal, por um periodo de 6 meses. Os resultados demonstraram que a RC teve impacto
significativo em dois marcadores de stress oxidativo em humanos, a referir: o aumento da
atividade da GPx e a diminuicdo dos niveis de carbonilos proteicos no plasma. No entanto os
resultados relativos a atividade de catalase nao alcancaram significado estatistico (apesar de
mostrar algum aumento); os niveis do isoprostano 8-epi-PGF2a plasmatico, da atividade da
SOD e da 8-OHdG urindria também nao alcangaram uma diminui¢do com significado
estatistico. Também nao foi verificada qualquer correlacdo entre os parametros de stress
oxidativo e as alteracdes no peso corporal, IMC e massa gorda. No entanto € de salientar que
apesar de resultados sem significado estatistico, houve uma tendéncia no sentido esperado; a
auséncia de efeitos marcantes em alguns marcadores pode atribuir-se ao curto periodo de RC
(6 meses) e a amostra limitada de individuos sujeitos a RC de 10%. O estudo mostrou grandes

alteracdes em varios marcadores metabdlicos incluindo a reducao do peso corporal, que nao foi
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relevantemente dispar entre o grupo dos 10% e dos 30% de RC possivelmente pelo fato do
grupo dos 10% se ter auto super-restringido e pelo fato do grupo dos 30% se ter auto sub-

restringido.(19)

Hofer T. et al., realizou um ensaio clinico controlado e aleatério em individuos de meia-
idade com IMC compreendido entre 23.5 e 29.9 kg/m?, no qual foram sujeitos a uma dieta de
RC de 20% durante 1 ano. Os resultados mostraram uma diminui¢@o de 48.5% na oxidacao do
ADN leucocitdrio e de 35.7% na oxidacao do ARN leucocitdrio, comparativamente aos valores
basais. Os produtos urindrios do dano oxidativo do ARN e do ADN FapyGua, 8-oxoGua, 8-
oxoGuo e 8-oxodGuo foram medidos (estruturas quimicas representadas na Fig.1). Nao foram
encontradas mudangas significativas nos niveis urindrios destes indicadores do dano oxidativo,
no entanto, comparando os 4 diferentes produtos, o que apresentou maior variabilidade foi o 8-
oxoGua. A andlise dos resultados deve ter em conta que a excrecdo urindria destes produtos €
afetada pela absorcao de alimentos digeridos oxidados, por células mortas e pela flora intestinal
que € modificada tanto em quantidade como em composi¢do num organismo submetido a uma

dieta de RC. (7,5)

E desconhecido se o produto maioritariamente excretado na urina provém do ARN ou
do ADN, tendo também sido debatido se o radical intermediario inicial de 8-OH-8-H-Gua®
(Fig. 2) formado apds ataque oxidativo, prossegue uma via oxidativa (formando 8-oxoGua) ou
se uma via redutora (formando FapyGua). As concentracdes de 8-oxoGua sdo claramente mais
elevadas do que as de FapyGua na urina humana, o que veemente indica que a via oxidativa
predomina. A excrecdo urindria do produto especifico da oxidagdo do ARN (8-oxoGuo) foi

mais elevada do que a do produto especifico da oxidagdo do ADN (8-0xodGuo).(7)
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Fig.2. Esquema da reacdo de oxidacdo da guanina. A reacdo de oxida¢do da guanina
com agentes oxidantes forma um radical intermédio instavel (8-OH-8-H-Guae)
mediante reacdo na posicao C-8. A reagdo de reducdo gera a abertura do anel para
formar FapyGua, enquanto a oxidac¢do gera 8-oxoGua. Os sistemas de reparacdo por
excisdo de bases e nucledtidos (BEN/NER) protegem constantemente o ADN dos
produtos mutagénicos da oxidacdo, sendo estes removidos das células e excretados
para o plasma e filtrados pelos rins. O mecanismo pelo qual os produtos da oxidacdo
do ARN sao removidos, estd presentemente pouco claro, mas acredita-se ocorrer por
mecanismos de turnover do ARN danificado. O 8-oxoGua e o FapyGua podem ser
excretados como bases livre ou ligados a agucares presentes no ARN e no ADN
(R=ribose, dR=2’desoxirribose).(7)

Stress Oxidativo Cardiaco e o envolvimento de Sirtuinas

A mitocondria € a principal fonte e alvo das ERO. Este organelo € um dos principais
focos da teoria do envelhecimento devido ao seu papel critico na bioenergética, producdo de
oxidantes e regulacdo da morte celular. Os 6rgidos que exibem altas taxas de consumo de

oxigénio, deverao ser especialmente afetados pelo dano oxidativo.(1)

As ERO sao produzidas nas células por mecanismos enzimdticos € ndo enzimaticos e
danificam proteinas, lipidos € ADN nuclear e mitocondrial. Qualquer proteina de transferéncia
de eletrdes e/ou sistema enzimatico, produz ERO como bio produtos de reagdes redugdo-

oxidacdo. Embora as ERO sejam produzidas por NADPH oxidases, cicloxigenases,
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peroxissomas, xantina oxidases, citocromo P-450, entre outros, a mitocondria parece ser o
produtor major de oxidantes. Como ja referido e acrescendo ao facto anterior, a mitocondria é
alvo para o dano oxidativo. As ERO derivadas da respiracdo mitocondrial atacam os
constituintes da mitocondria. Em particular, acredita-se que a acumulacdo de mutagdes
somaticas no ADNmt pelo stress oxidativo desempenha um papel na no declinio fisiolégico
associado ao envelhecimento. O ADNmt localiza-se na matriz mitocondrial, onde as ERO sio
geradas ativamente. Para além disso, o ADNmt tem falta de histonas protetoras e uma
capacidade de reparacdo relativamente baixa. Dado o ADNmt codificar 13 proteinas da cadeia
transportadora de eletrdes (CTE) mitocondrial, as suas mutagdes afetam a producdo de ATP e
aumentam a fuga de eletrdes da CTE com posterior dano do ADNmt, bem como de outros
organelos. Sendo assim, acredita-se que a mitocondria € o principal organelo responsavel pelo

envelhecimento. (1,2)

A dieta de RC atenua o aumento da produ¢ao de ERO associado a idade, a peroxidacao

lipidica, a oxidagdo de proteinas e o dano oxidativo do ADN em vérios 6rgdos. (2)

Os cardiomidcitos com mitocOndrias disfuncionais sdo provavelmente eliminados via
apoptose, necrose e/ou autofagia, o que dificulta a detecdo de alteracdoes que advém do
envelhecimento, na bioenergética das mitocOndrias cardiacas, pois apenas mitocOndrias

relativamente sauddveis sdo obtidas pelos procedimentos de isolamento. (1)

A controvérsia mantém-se no que diz respeito ao desgaste gradual da fosforilagao
oxidativa mitocondrial com o envelhecimento. Pensa-se que o complexo I da CTE € uma das
maiores fontes de ERO mitocondriais. Acrescendo que 7 dos 13 polipeptideos codificados pelo
ADNmt sdo encontrados no complexo [ da CTE, esta relacdo vai aumentando com a idade. Tem
sido relatado que a atividade dos complexos III e IV, que também cont€ém polipeptideos

codificados no ADNmt, € afetada com o aumento da idade. O complexo III é também uma fonte
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de ERO. O complexo II ndo parece ser afetado pela idade; o que, relacionando com o facto de
este ndo conter polipeptideos codificados pelo ADNmt, apoia a teoria mitocondrial do

envelhecimento.(1)

Os niveis do 8-0x0-7,8-desidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo), um indicador, como
ja referido, do dano oxidativo do ADN, foi 4 vezes maior no ADNmt em comparagdo com o
ADN nuclear de coracdes de 8 espécies de mamiferos. Os niveis mais elevados de 8-0xodG no
ADNmt s@o em parte consequéncia da exposi¢ao créonica do ADNmt as ERO devido a sua

localiza¢c@o na mitocondria e a taxa de dano do ADNmt cardiaco aumenta com a idade.(1)

Os niveis de 8-oxodGuo foram menores em mitocOndrias cardiacas obtidas em ratos
sujeitos a RC comparativamente com os controlos. Iniimeros relatos indicam que a RC diminui
o dano oxidativo de proteinas e lipidos na mitocondria cardiaca, no entanto os mecanismos

exatos envolvidos permanecem indeterminados. (1)

Virios estudos demonstram que a RC prolongada melhora a fun¢do mitocondrial em
coragdes envelhecidos. No entanto, existem estudos que nao encontram qualquer diferenca
nesta funcdo; esta discrepancia parece dever-se ao tipo de ratos usados, a idade, e a duragdo da
RC. Os resultados sugerem que a RC exerce maior efeito quanto maior for a idade,
provavelmente porque a fung¢do mitocondrial é mantida em niveis superiores em idades

menores.(1)

Conjetura-se que a diferenca na fun¢ao mitocondrial entre uma dieta ad libitum e uma
dieta de RC, é mais acentuada sob condi¢des de stress. As mitocondrias obtidas de coragdes
submetidos a RC com lesdo de reperfusdo -isquémica, produzem menos ERO durante a
reperfusao inicial, sugerindo uma maior resisténcia a lesdo isquémica. A supressao da producao
de ERO sob a influéncia de vérios fatores de stress, pode atenuar a acumulacdo de dano

oxidativo a longo termo, e retardar a senescéncia cardiaca.(1)
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Os niveis de proteinas acetiladas nos residuos de lisina aumenta com a idade nas fracdes
mitocondriais; essa alterac@o é parcialmente atenuada com a RC. Como ndo houve um aumento
da expressao das SIRT3,4 ou 5 com a RC, mas sim um aumento significativo da atividade da
desacetilase dependente de NAD™ cardiaca, podemos inferir que a atividade das sirtuinas é
estimulada pela RC. Conjetura-se que a desacetilagdo de proteinas v4 estabilizar a transferéncia
de eletrdes na CTE e diminuir a fuga de eletrdes durante a isquémia.(1) A familia das sirtuinas
¢ constituida por 7 proteinas (SIRT1-SIRT7), as quais variam em especificidade tecidular,

localizagdo subcelular, atividade enzimadtica e proteinas alvo.(2)

O substrato mais utilizado pelo coracdo adulto em condicdes fisioldgicas sdo os dcidos
gordos. No entanto, em condi¢des patofisioldgicas como a isquémia/reperfusao e a sobrecarga
de pressdo, o uso de glucose aumenta. Foi demonstrado que a producdo de acetil-Coenzima A
derivada de glucose aumenta no coracao com a RC, o que pode contribuir para melhorar a

energética do miocardio sujeito a fatores de stress.(1)

Estudos experimentais demonstraram que os animais submetidos a RC exibem uma
diminui¢do da pressdo sanguinea sistémica; uma observagdo clinica em individuos sujeitos a

RC durante uma média de 6 anos mostrou resultados idénticos.(1)

Em estudos recentes foi constatado que a SIRT1 desacetila o eNOS nas células
endoteliais, estimulando a atividade desta enzima. Sendo assim, é plausivel que a RC, ativando
a SIRT1, aumente a biodisponibilidade da eNOS no sistema cardiovascular, resultando num

decréscimo da pressdo arterial. (1)

Uma hipétese correntemente sob investigacdo € a implicacdo de modulacdo epigenética
nos efeitos benéficos da RC. Tanto a hipermetilacio como a hipometilacio do ADN podem
resultar em consequéncias nefastas, que acompanham o envelhecimento.(6) A metilacdo do

ADN pode impedir fisicamente a ligacdo de proteinas de transcri¢io ao gene, ou o ADN
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metilado pode ligar-se a proteinas no dominio metil-CpG recrutando outras proteinas para o
local (como por exemplo as desacetilases de histonas) que alteram as histonas para uma
cromatina compacta e inativa. Uma histona desacetilada no seu residuo de lisina tem uma carga
positiva que atrai a banda de carga negativa do ADN, resultando num estado compacto da
cromatina, com repressao da transcricao de genes, ocorrendo o processo inverso com a histona
acetilada. O aumento da atividade da SIRT1 nas regides promotoras dos genes p16™K4* (gene
supressor tumoral associado ao envelhecimento) e hTERT (gene da transcriptase reversa da
telomerase), leva a alteracdes benéficas da expressdo desses dois genes e contribui para a

longevidade sob condicdes de RC.(5)

A perda de metilacdo do ADN pode contribuir para um fenétipo celular envelhecido
através da promog¢do da instabilidade gendémica e da perda de integridade dos telémeros.
Alteragdes da metilacao em locais especificos tém potencial causal no envelhecimento através
da alteragdo da expressdo de genes.(6) Em suma, o processo de envelhecimento associa-se a
hipometilacdo global mas a hipermetilacio local do ADN.(5) O veiculo de ligacdo entre a RC
e a epigenética parece ser a SIRT1 (Fig.3). Cré-se que a SIRT1 € crucial na resposta da
longevidade a RC; atuando na epigenética pela desacetilac@o de histonas, processo intimamente
relacionado na modulagdo da metilacio do ADN. O seu homoélogo € o Sir2 nas leveduras,
Drosophila e Caernorhabditis elegans (nematode cujo genoma estd completamente
sequenciado sendo usado como ‘“organismo modelo”); a auséncia de resposta em leveduras,
Drosophila e C.elegans que nao expressam a proteina, constitui uma evidéncia da importancia

da mediacao da Sir2 na longevidade em resposta a RC. (6,14)
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Alguns dos efeitos epigenéticos da RC documentados sdo a supressdo de alteragdes
relacionadas com a idade na metilacdo do oncogene c-myc em ratos, e a hipermetilacio do
oncogene c-Ha-ras em células acinares pancredticas de ratos. A implicacdo da SIRT1 na
epigenética tem sido indicada num amplo sentido numa grande variedade de observacdes

publicadas. (6)

@iﬁ% | LL’ i3
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Fig.3 Representacdo esquemadtica de uma hipétese do suporte da SIRT1 no estado
epigenético perante uma dieta de RC. A proposta € que altera¢des na metilacdo do
ADN e em outros marcadores epigenéticos como a aceptilacdo de histonas, que
acompanham e podem ser causais no processo do envelhecimento, sdo revertidos ou
prevenidos por acdes epigenéticas da proteina desacetiladora de histonas SIRT1, que
€ positivamente regulada em resposta a RC. (6)

A SIRT1 assumidamente medeia alteracdes metabdlicas induzidas pela RC, com retardo
subsequente do envelhecimento através do: aumento da resisténcia ao stress regulando
negativamente o p5S3 e a FOXO; e da iniciacdo de uma série de respostas enddcrinas. Apesar
de classificada como uma desacetilase de histonas, a SIRT1 também atua noutros substratos. A
inibicao do p53 inibe a apoptose e o processo de senescéncia. A proteina FOXO (pertencente a
uma familia de fatores de transcri¢do) é diretamente desacetilada pela SIRTI, sendo a sua
expressao reduzida, reprimindo a apoptose mediada pela FOXO. A ku70 (proteina de reparacao

do ADN), quando desacetilada pela SIRT1, inativa o fator pré-apoptético BAX, inibindo a
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apoptose. O PGC-1a € desacetilado pela SIRT1 na RC, aumentando a sua regulacdo, o que

promove a expressdo de genes da gluconeogénese e reprime genes da glicdlise. (5)

A expressdo da SIRT1 na RC mostrou-se elevada em varios tecidos de roedores, tais
como o figado, e no musculo esquelético em humanos. Vdrios efeitos metabdlicos e fisioldgicos
da RC foram mimetizados num modelo de ratos transgénicos no qual a expressdo de SIRT1 foi
aumentada em vérios tecidos incluindo o cérebro e o tecido adiposo. Esses efeitos envolveram
a diminuicdo da insulina rdpida, da glucose, do colesterol e da adiposidade. Num outro modelo
de ratos com ganho de fun¢do da SIRT1, com expressdo transgénica 2 a 3 vezes superior aos

niveis endégenos, a tolerancia a glucose foi melhorada.(6)

Os mecanismos pelos quais os efeitos da ativagdo da SIRT1 em tais alvos depois se

traduzem na modulacdo do envelhecimento e/ou longevidade, permanecem obscuros. (6)

Em mamiferos, a SIRT2 é uma proteina desacetilase dependente de NAD*. Esta
dependéncia sugere a sensibilidade desta enzima ao estado nutricional do organismo. As
alteracdoes metabdlicas da RC tém um impacto positivo na atividade da SIRT2, sendo
conjeturada a sua interven¢ao diminuindo a apoptose e a degeneracdo de 6rgaos relacionada

com a idade.(14)

Foi recentemente provado que a sirtuina 3 € essencial para melhorar a defesa
antioxidante durante a RC no figado e no cérebro através da ativa¢do enzimatica do superéxido
dismutase de manganés (SODMn) por desacetilagdo direta. A atividade da SODMn foi
demonstrada estar significativamente reduzida em mitocondrias cardiacas de ratos sujeitos a
RC durante 8 semanas, associando-se a uma diminui¢ao da producdo de H>O». A explicacdo é
que a RC atenua o dano oxidativo mitocondrial através da supressao da gera¢do de ERO, e nao

através do aumento das defesas. (2)
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7. Restricdo caldrica e a neurobiologia

O envelhecimento € um processo fisiolégico que pode desenvolver-se sem o
aparecimento de doengas concomitantes. Contudo, muito frequentemente as pessoas idosas
apresentam perda de memoria e um declinio cognitivo acelerado. Estudos da neurobiologia do
envelhecimento comec¢am a decifrar os mecanismos subjacentes nido apenas a fisiologia do
envelhecimento, mas também os mecanismos que aumentam a vulnerabilidade do Homem a

disfunc¢ao cognitiva e as doencas neurodegenerativas.(20)

Tem sido proposto que fatores do estilo de vida constituem poderosos instrumentos na
promocao da sadde, no envelhecimento bem-sucedido do cérebro e no atraso do aparecimento

de défices cognitivos relacionados com a idade. (20)

A RC tem efeitos protetores particularmente no cérebro envelhecido. Alguns desses
efeitos sdo: reducdo dos défices motores e cognitivos, melhoria de funcdes metabdlicas como
a sensibilidade a insulina e a homeostasia da glucose, e diminuicdo da incidéncia de doengas
cardiovasculares e do aparecimento de tumores. Os mecanismos subjacentes, sobretudo ligados
a memoria e a capacidade de aprender, em animais envelhecidos; incluem altera¢des na

plasticidade sindptica, redu¢des na perda de medula espinhal, e aumento da neurogénese no

hipocampo. (20)

Os efeitos da RC no cérebro, especialmente se ja envelhecido, sdo especificos por regiao
cerebral, e muito dependentes dos substratos neuronais e sindpticos da area em concreto e dos

seus circuitos neuronais. (20)

Também o prejuizo motor detetado em modelos de macacos para a doenga de Parkinson,

mostraram uma melhoria com medidas de RC. (20)
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Muiltiplos estudos tém vindo a mostrar que a RC eleva os niveis de BDNF (fator
neurotréfico derivado do cérebro) em varias dreas cerebrais, particularmente no hipocampo. A
expressao de BDNF, tais como outros fatores neurotréficos, no hipocampo, parece diminuir
com a idade, contribuindo para a deterioragdo da fung¢do cognitiva. A BDNF mostrou ser
essencial para o aumento da capacidade de aprendizagem e para a neurogénese no

hipocampo.(20)

A RC pode ser também protetiva na doenca de Alzheimer e no Parkinson, assim como
em outras doencas neurodegenerativas. Por exemplo, em modelos de ratos com a doenga de
Alzheimer, a RC mostrou reverter os défices na aprendizagem e na memoria tipicos destes

animais. (20)

A resisténcia a insulina pode ser revertida pela RC. A insulina e o IGF1 inibem o FOXO,
sendo este um regulador da taxa de envelhecimento. Num processo com especificidade pelo
tipo celular, os FOXO controlam vdrias funcdes celulares como a apoptose, o ciclo celular, a
diferenciacdo e a expressao de genes envolvidos na reparagdo de ADN e na resisténcia ao stress
oxidativo. A RC estimula a SIRT1 a desacetilar o FOXO3a, prevenindo a sua atividade nuclear
e inibindo a expressdo da ROCKI1 (proteina quinase 1 associada a Rho) o que leva a ativacao
da a-secretase ndo amiloidogénica que processa a APP (proteina percursora amiloide) e reduz
a geracdo do peptideo B-amildide. Esta diminuicdo do peptideo B-amiléide € associada a
prevencgao da doenga de Alzheimer e da deterioragdo da memoria espacial em modelos de ratos.

(5) Outra possibilidade em estudo € que a RC ativa o recetor de insulina com consequente

hiperfosforilacio do FOXO3a, excluindo-o do nicleo.(21)
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8. Restricdo caldrica e o seu efeito no cancro

A RC prolongada mostrou adiar a idade de inicio de doengas relacionadas com a idade
avancada tais como cancro, diabetes, doencas autoimunes, aterosclerose, doencgas
cardiovasculares e doencas neurodegenerativas. Assim, revela potencial para estender o alcance
de uma vida sauddvel, aumentando o estado geral de saide do organismo, e providencia
resisténcia a doengas crénicas e a transtornos metabdlicos, culminando no incremento da

qualidade de vida. (5,12)

Os processos de doenga e de envelhecimento sdo muitas vezes dificeis de distinguir
dado que ambos tendem a desenvolver-se quase simultaneamente. A doenca pode acelerar o

envelhecimento e o envelhecimento pode tornar um individuo mais suscetivel a doencas.(12)

A RC é um regime dietético potente no adiamento da ocorréncia de cancro em modelos

experimentais induzidos a desenvolver cancro.(12)

Virios estudos retrospetivos levados a cabo em populagdes submetidas a condicdes de
fome devido a eventos forcosos de tal dieta, sugeriram a diminuicao de ingestao caldérica como
sendo protetora do desenvolvimento de cancro. Um exemplo destes estudos retrospetivos € a
constatacdo de que mulheres hospitalizadas com anorexia nervosa (ou seja, com severa RC)
mostraram uma menor incidéncia de cancro da mama comparativamente a incidéncia na

populacdo geral.(12)

A RC aumenta a metilagdo do proto-oncogene RAS em ratos. A hipermetilacdo do
promotor do gene leva ao silenciamento desse oncogene, o que contribui para o efeito de
prevengado do cancro da RC. Num modelo celular humano de RC in vitro, o local de ligacao do

E2F-1 no promotor do gene p16™%4¢, foi hipermetilado. Este gene é um supressor tumoral e
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estd associado ao envelhecimento, a sua inativagao contribui para a extensao do tempo de vida.

®)

Serd interessante analisar se combinando a RC com outras intervengdes dietéticas como
o aumento da ingestdo de frutas e vegetais, os resultados obtidos mostrardo beneficios
adicionais, dado que as duas intervencdes isoladas s@o protetoras contra o desenvolvimento

espontaneo de cancro do célon em ratos.(12)

9. Miméticos da restricao caldrica

A possibilidade de atrasar o processo de envelhecimento e melhorar a qualidade de vida
nas idades avangadas através de meios nutricionais tem um grande interesse no mundo da
terapia anti-envelhecimento. Estes meios nutricionais incluem intervengdes dietéticas, adesao
a terapia hormonal e de nutricdo, manipulacdo genética e suplementos ou nutrientes anti-
envelhecimento. O conceito de Miméticos da Restricao Caldrica € tao apelativo que tem sido

intensivamente explorado.(14)

A Metformina (firmaco antidiabético), influencia a atividade da glucose, a acdo da
insulina, reduz a morte celular e afeta multiplas atividades independentes da glucose, por

exemplo via AMPK. A AMPK tem atividade preventiva e reparadora de dano celular.(14)

Os STACs (compostos ativadores de sirtuinas) sdo outros MRC sob investigacdo, e que
englobam polifendis como o resveratrol. Os polifendis sdo os anti-oxidantes mais abundantes
da alimentagdo e s@o reportados salvaguardar de doencas cardiovasculares, cancro, acrescendo
o seu efeito neuroprotetor. Os polifendis como a buteina, piceatannol, fisetina, quercetina e
resveratrol, t€m sido indicados como estimulantes da atividade da Sir2 (homoélogo da SIRT1

em leveduras). (14) O resveratrol tem sido alvo de intenso debate e controvérsia em volta da

Ana Rita de Castro Paupério da Silva Aluna n°: 2010167691 Ano Letivo 2013/14
Mestrado Integrado em Medicina Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Portugal



34

sua implicacdo na ativagdo da SIRT1. O tratamento com resveratrol aumentou a desacetilacao
do substrato da SIRT1, o PGC-1a em varios tecidos de ratos; no entanto, o resveratrol falhou
na inducdo da desacetilacio do PGC-1a em fibroblastos embriondrios de ratos com SIRT17".
Suportando que o resveratrol atua através da ativacdo da SIRT1. No entanto, certos estudos
contrariam esta hipdtese. De qualquer forma, existem robustas evidéncias que o resveratrol

desempenha um efeito benéfico no envelhecimento saudavel. (6)

Outros MRC como a aminoguanidina, a carnosina e a 2-desoxiglucose, diminuem a
acumulacdo de proteinas, previnem a glicosila¢ao, e assim diminuem os AGEs. Os moduladores
do Neuropeptideo Y (substancia que atua no cérebro estimulando o apetite), do peptideo YY 3-
36 (hormona que regula a saciedade pds-prandial) e da leptina, sdo outros MRC promissores.

(14)

A rapamicina € usada como um imunossupressor, que inibe 0 mTOR. Recentes estudos
experimentais implicaram a via de sinalizacdo pelo mTOR como tendo um papel de peso no
processo de envelhecimento celular.(2) O TOR, € uma proteina quinase sensivel a nutrientes e
envolvida no controlo do crescimento celular e no envelhecimento; as suas fungdes sdo modular
a sintese proteica (TOR1), a endocitose, a glucose hepatica, o metabolismo lipidico, entre outras
(TOR2). Fatores estimulantes do TOR sao a insulina, a IGF1, aminoacidos e stress; fatores
inibidores da sua atividade sdo a cafeina, a hipoxia e o dano do ADN. (12)(2) A inibi¢dao do
mTOR com a rapamicina expande a idade maxima e média de vida em ratos, sendo este efeito
observado quando o tratamento se instituiu tardiamente (o correspondente a 60 anos na espécie
humana). Esta via ndo foi associada a alteragdes nos mecanismos de doenca ou causas de morte,
0 que sugere que a rapamicina aumenta a longevidade através do retardo da degeneracao
relacionada com a idade de 6rgdos e tecidos. Inibindo a via mTOR com rapamicina, restaura-

se a auto-renovagao das células-tronco hematopoiéticas e a funcao hematopoiética, aumenta-se
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a imunidade e impulsiona-se a longevidade. A inibi¢do do mTOR também estimula a autofagia,
o que pode promover a longevidade pela degradacao de proteinas aberrantes e de organelos

danificados que se acumulam ao longo do tempo e interferem na homeostasia celular. (2)

Na espécie humana, os MRC pontencialmente poderdo vir a proporcionar uma
abordagem pratica contra o envelhecimento. Contudo, ndo existe no presente nenhum candidato
capaz de reproduzir todos os efeitos benéficos da RC, portanto a estratégia mais vidvel serd

uma combinag¢do de varios miméticos. (14)
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DISCUSSAO/CONCLUSAO

Apesar de ser commumente aceite que o stress oxidativo estd relacionado com o
processo de envelhecimento e que o efeito anti-envelhecimento da RC € fortemente dependente
da reducao do dano celular induzido pelas ERO, ha poucas evidéncias que o demonstrem em
humanos ou em animais de grande porte. Assim, a traduzibilidade de animais pequenos de curta
vida para o envelhecimento em humanos, serd uma questdo a debater. Deve haver uma clara
distin¢do entre a observacdo de que a RC parece resultar em humanos e a sua recomendacao na

pratica. Em relacao a RC em humanos muitas questdes permanecem por ser esclarecidas.(1)

A ativagdo de SIRT1 confere efeitos anti-inflamatérios e anti-oxidativos na vasculatura,
atenuando a senescéncia vascular. Logo, os agentes ativadores da SIRT1 t€m potencial utilitirio
na modulagdo das doencas cardiovasculares associadas a idade avancada. Foi descoberto que
baixas doses de resveratrol mimetizam o efeito da RC na desacetilacio de proteinas
mitocondriais especificas da CTE. No entanto, o resveratrol ndo € um ativador especifico de
sirtuinas. Logo, estudos futuros deverdo focar-se na descoberta de outros compostos ativadores

de sirtuinas que desacetilem, com alta especificidade e eficiéncia, proteinas mitocondriais.(1)

A intervencdo farmacoldgica tem potencial de mimetizar o efeito da RC de longo prazo

reduzindo o trabalho mitocondrial cardiaco. (1)

Como os beneficios da RC se associam a saude e a sobrevivéncia em humanos, torna-
se relevante apurar, em ensaios clinicos realizados em humanos, a viabilidade, seguranca e
efeitos prejudiciais que dela possam advir a saude.(2) As consequéncias potencialmente
nefastas que estdo atualmente a ser estudadas sdo: diminuicdo de hormonas sexuais com
adelgacamento dsseo consequente, diminuicado da massa muscular, sensibilidade ao frio, atraso
na cura de feridas, défices imunitdrios, sensacdo de fome e alteragdes psicoldgicas como

ansiedade, depressao e letargia. (9,17,14)
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A dieta de RC apresenta sempre beneficios, independentemente da sua composicao e
nao é simplesmente um meio de perder peso ou melhorar a ingestdo do tipo de nutrientes. Os
efeitos referidos deste tipo de dieta sdo referentes a uma diminuic@o de pelo menos 10% (em

humanos) das calorias necessarias para manter o peso. (4)

Uma restri¢ao calérica modesta € usada frequentemente como estratégia em programas
de reabilitacdo cardiaca, especialmente quando combinados com treino fisico. Os beneficios da
restri¢ao caldérica moderada, independentemente da composicdo desta, sdo tdo evidentes que
devem continuar a incorporar os programas de estilo de vida com vista a melhorar a saide

cardiometabdlica. (4)

A adesdo a programas convencionais prolongados de perda de peso € notoriamente
fraca, possivelmente devido a sistemas de feedback internos que protegem das mudangas de
peso sinalizando o organismo a aumentar a ingestdo de alimentos e a diminuir o gasto de

energia, em resposta a RC.(3)

Torna-se, assim, importante estudar se a adesdo a longo prazo pode ser melhorada
através de novas abordagens comportamentais, tais como jejum intermitente, intercalado ou
nao com periodos de RC, ou através de componentes farmacoldgicos ou naturais que aumentem

a saciedade.(3)
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