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Resumo

Com o aumento da esperancga de vida da populacdo mundial, a area do anti-
envelhecimento tem progredido bastante tanto a nivel molecular como clinico. Hoje em
dia, a populagdo preocupa-se cada vez mais ndo sé em viver varios anos mas também
em viver bem, de boa salide com uma aparéncia jovem. E neste &mbito que surge o
resveratrol, um polifenol anti-oxidante com diversos efeitos bioldgicos. Este ¢é
encontrado em elevadas quantidades na planta Polygonum cuspidatum, uvas e vinho
tinto, estando presente em menores quantidades em arandos, groselhas vermelhas,
amendoins, entre outros. Evidéncias laboratoriais tém demonstrado que o resveratrol
actua ndo so contra o envelhecimento cutdneo como também contra o envelhecimento
bioldgico de varios oOrgdos e sistemas, nomeadamente do sistema cardiovascular,
esquelético, neuroldgico, aumentando ainda a esperanca de vida de varios organismos
como em leveduras e peixes. Além de todas estas propriedades, o resveratrol € ainda
uma molécula com propriedades anti-cancerigenas, anti-angiogénicas, anti-bacterianas,

anti-fungicas e anti-virais.

Palavras-Chave: Resveratrol, Polygonum cuspidatum, Uvas, Vinho, Cosmético,
Envelhecimento, Doenca de Alzheimer, Doengas Cardiovasculares, Cancro,
Estrogénios, Sirtuinas, Colagénio, Elastina, Fotoenvelhecimento, Despigmentante,

Osso, Anti-fangico, Anti-bacteriano, Anti-viral.

Abstract

With world’s population increasing life expectancy, the anti-aging science has
progressed quite well not only at the molecular level but also at clinician. Nowadays,
population is concerned with living many years healthy with a youthful appearance. It is
in this context that resveratrol appears, a polyphenol antioxidant with many biological
effects, found in large quantities in the plant Polygonum cuspidatum, grapes and red
wine being present in smaller quantities cranberries, red currants, nuts, among
others. Laboratory evidence has shown that resveratrol acts against skin aging and
biological aging of various organs and systems, including cardiovascular system,
skeletal system, neurological system, increasing life expectancy of various organisms
such as yeast and fish. In addition to these properties, resveratrol has anti-cancer, anti-
angiogenic, anti-bacterial, anti-fungal and anti-viral properties.



Key-words: Resveratrol, Polygonum cuspidatum, Grapes, Wine, Cosmetic,
Aging, Alzheimer disease, Cardiovascular diseases, Cancer, Estrogen, Sirtuin, Collagen,
Ellastin, Photoaging, Depigmenting, Bone, Antifungal, Antibacterial, Antiviral.



Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico
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HCMV - Cytomegalovirus humano
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MAPK - Mitogen-activated protein kinases
MMP - Metaloproteinases de matriz
NOAEL - Non observed adverse effect level
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PHS - Prostaglandina H sintase

PRb - Proteina retinoblastoma

RSV - Resveratrol

Sir2 - Silent information regulator

SULT - Sulfotransferases

TNF - Tumor necrosis factor

TRAIL - tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
UGT - UDP-glucuronosiltransferase

UV-A - Ultravioleta-A

UV-B - Ultravioleta-B

VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule-1
VZV - Virus Zoster da varicela

a-MSH - Hormona estimulante o-melandcito
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1. Introducéao

1.1. Perspectiva Historica

O resveratrol (RSV) foi primeiramente isolado das raizes do lirio heléboro-
branco (Veratum grandiflorum) em 1940 e, mais tarde, em 1963, das raizes de
Polygonum cuspidatum. Esta Gltima planta é conhecida por ser a fonte natural detentora
da maior concentragdo de RSV (181-350mg/100g), sendo utilizada na medicina
tradicional Chinesa e Japonesa no tratamento de dermatite supurativa, gonorreia, pé de
atleta (Tinea pedis) e dislipidémia. Porém, apenas em 1992, quando este composto
polifendlico foi identificado como sendo o potencial responsavel pelo efeito
cardioprotector do vinho, se desenvolveu um especial interesse nesta molécula. Tal
situacdo sugere que o consumo moderado de vinho tinto esta inversamente relacionado
com a incidéncia de doencas cardiacas, tornando-se num factor importante na
explicacdo do “Paradoxo Francés”. O “Paradoxo Francés” assenta no facto da
populagdo Francesa ser uma consumidora frequente de vinho tinto, possuir uma
alimentacdo rica em gordura saturada, praticar pouco exercicio fisico e, no entanto,
apresentar uma predisposicdo baixa para desenvolver doengas cardiacas. Assim, a
populacdo francesa apresenta uma incidéncia de enfartes 40% inferior a dos restantes
povos europeus. [1-3]

Posteriormente, em 1997, Jang e seus colegas concluiram que o RSV possuia
propriedades quimiopreventivas, inibindo os principais estagios da carcinogénese:
iniciacdo, promocdo e progressdo. [4] Desde entdo inimeros estudos tém vindo a ser
publicados evidenciando ndo s6 os efeitos cardioprotectores e anti-cancerigenos mas
tambem os seus efeitos: anti-oxidante, anti-inflamatdrio, anti-envelhecimento,
neuroprotector, inibidor do ciclo celular e, mais recentemente, no tratamento da
obesidade e diabetes. Tem também vindo a ser evidenciado que o RSV terd a
capacidade de aumentar a esperanca de vida através da mimetizacdo dos efeitos da
restricdo caldrica, prevenindo a ocorréncia de diversos processos de envelhecimento

geneticamente programados. [5]

1.2. Principais Fontes de Resveratrol
O RSV pertence ao grupo das fitoalexinas as quais representam uma parte
importante dos mecanismos de defesa das plantas. Estas sdo um grupo de metabolitos

secundarios de baixo peso molecular produzidos pelas plantas como resposta a: lesdes;
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ataques microbioldgicos (p. ex.: fungos); stress ambiental; radiacdo ultravioleta;
exposic¢do ao ozono. [6]

Este é predominantemente encontrado, na natureza, na planta Polygonum
cuspidatum e na pelicula das uvas (Vitis vinifera), estando presente em menores
quantidades em arandos, groselhas vermelhas, amendoins, entre outros. O vinho tinto é
a fonte mais comum, sendo o RSV libertado da pelicula das uvas durante a producao.
No entanto, as suas concentragfes, no vinho tinto, variam entre 0,1-14,4mg/L, de
acordo com o tipo de uva usada, regido do mundo onde é produzida, factores ambientais
que variam ao longo do ano, tecnologia de producdo e método de
deteccdo/quantificacdo do RSV. Nos vinhos brancos também est4 presente, mas em
menor concentragdo que no vinho tinto, sendo tal situacdo explicada com base no
processo de fabrico do vinho branco uma vez que este apenas é fermentado apds a
remocdo da pelicula da uva, ao contrario do vinho tinto que € fermentado com a
pelicula, permitindo a incorporacdo de RSV em maior quantidade. [1][2][7] Os sumos
de uva também contém RSV (Uva preta — 0.5/100mL; Uva branca — 0.05/100mL)
porém em menor quantidade que nos vinhos, 0 que sugere que € na pelicula que existe
uma maior concentracdo deste polifenol. [1-3]

Relativamente a obtencdo do RSV sintético, este € produzido por fermentagéo
ou engenharia quimica, permitindo o baixo custo de obtencdo da molécula. Na
fermentacdo sdo utilizadas bactérias ou leveduras geneticamente modificadas enquanto
gue na engenharia quimica a molécula de RSV é sintetizada com base em compostos

organicos que reagem entre si. [8]

Tabela 1 — Fontes de RSV e respectivas quantidades previstas em doses servidas (Adaptado de: V.
Chachay, C. Kirkpatrick, 1. Hickman, M. Ferguson, J. Prins and J. Martin, "Resveratrol - pills to replace a healthy
diet," British Journal Of Clinical Pharmacolog., vol. 71:1, pp. 27-38, 2011)

0,1-14.3 mg/L Copo 150 mL: 0,015-2,15mg
10,5 mg/L Copo 150 mL: 1,57mg

<0,1-1,2 mg/L Copo 150mL: 0,015-0,18mg
>1,2 mg/L Copo 150 mL: >0,32mg
0,5 mg/100mL Copo 250 mL: 1,25 mg
0,05 mg/100mL Copo 250 mL: 0,125 mg

0,2 mg/100mL
5-10 mg/100g

Copo 250 mL: 0,5mg

0,64 mg/100g 1 taca (2500): 1,6mg
0,4 mg/100g 1 taca (1509): 0,6 mg
0,375 mg/100g 1 taca (1500): 1,56 mg
1,5 mg/100g Y taca (1259): 1,87 mg
0,15 mg/100g 1 taca (2509): 0,37 mg
0,52 mg/100g 1 taga (250g): 1,3 mg
0,006 mg/100g 1 taca (250g): 0,015 mg
0,124 mg/100g 50g: 0,063 mg
0,001 mg/100g 50g: 0,0005 mg




2. Caracterizacdo do RSV

2.1. Estrutura Quimica

O RSV é uma molécula polifendlica aromatica pertencente a classe dos
estilbenos. Este é constituido por dois anéis fenolicos ligados por uma ligacdo dupla
estireno, sendo que alguns dos carbonos da estrutura anilica encontram-se ligados a
grupos hidroxilo, como é possivel observar na maioria dos compostos fendlicos. A
existéncia de trés atomos de hidrogénio, por molécula de RSV, conferem-lhe actividade
anti-oxidante uma vez que estes estdo disponiveis para transportar espécies reactivas de
oxigénio e interromper a cadeia oxidativa. [1][6][7]

O RSV pode ser encontrado nas formas isoméricas cis e trans, existindo
também ligado a uma molécula de glicose, sendo este tltimo designado “piceid” (figura
1). O isdémero trans é mais estavel que o cis e é biologicamente activo, podendo sofrer
uma reacgdo de isomerizacao na presenca de calor ou radiacéo ultravioleta, originando o
isomero cis. O “piceid” é a forma de RSV mais predominante nas fontes alimentares,

sendo posteriormente convertido em trans-resveratrol através de hidrolise. [1][7][9][10]

HO OH

OH

OH

HO
Figura 1 — Estrutura quimica do (A) trans-resveratrol, (B) cis-resveratrol e (C) trans-piceid (Adaptado

de: Cottart, C. et al. Resveratrol bioavailability and toxicity in humans, Mol. Nutr. Food Res., vol. 54, pp.1 — 10,
2010)

2.2. Propriedades Fisico-Quimicas

Relativamente as suas propriedades fisico-quimicas, apresenta como férmula
molecular Cy;H1,05 e respectiva massa molecular 228,24 g/mol. [10] A temperatura
ambiente, encontra-se no estado sélido, sendo um po esbranquicado e apresenta um
intervalo de fusdo de 253-255°C. Possuindo um LogP de 3,4, é uma molécula lipofilica
que se dissolve facilmente em solventes organicos como etanol (50mg/mL) e DMSO
(16mg/mL), sendo pouco solavel em &gua (3mg/100mL). [10-12] O RSV é um
composto fotossensivel susceptivel a isomerizacdo induzida por radiacdo ultravioleta

uma vez que mais de 80% de trans-resveratrol presente em solugdo € convertido no
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isdbmero cis, se exposto a luz durante 1 h. [13][14] Este é também instavel ao ar por
sofrer oxidagcdo. Deste modo, todos os suplementos e solugdes produzidos contendo
RSV deverdo controlar estes pardmetros (oxigénio e radiacdo ultravioleta) durante os

processos de producdo, acondicionamento e conservacao do suplemento. [8]

2.3. Propriedades Farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas do RSV tém sido largamente estudadas,
tanto em ensaios in vitro como in vivo em animais e humanos. [3] Um elevado nimero
de estudos demonstrou que tanto o RSV como outros polifendis possuem uma
biodisponibilidade muito baixa, conduzindo a uma preocupacao relacionada com o facto
dos efeitos observados em ensaios celulares ou bioquimicos poderem ndo ser
alcancéveis em humanos devido ao rapido e extenso metabolismo de primeira
passagem. [2] Quanto aos parametros farmacocinéticos, 0 RSV possui um tempo de
semi-vida (ty2) de 1-3h apds uma unica administracdo e de 2-5h ap6s administracdes
repetidas. Goldberg et al. demonstraram um pico maximo de concentracdo atingido
apo6s 30 minutos da administracdo oral em humanos. A Cnsx Obtida, apos administracao
Unica de 5000mg, foi 2,4uM e, 4,24uM, apds administracdo didria de 5000mg durante
29 dias. [1][3]

No que respeita a absorcdo em humanos, este é rapidamente absorvido no
intestino através de difusdo trans-epitelial, relevando a sua ampla aplicacdo. Estudos in
vitro utilizando uma camada de células Caco-2, foram colocadas em contacto com RSV,
demonstrando um transporte saturavel dose-dependente da zona apical para a zona
basolateral. Lancon et al. [15] realizaram também um estudo in vitro utilizando células
de hepatoblastoma da linha HepG2 e hepatdcitos humanos, com o objectivo de
comparar o transporte de RSV em células normais e células cancerigenas, demonstrando
que o transporte através de difusdo passiva e mediado por transportadores poderao estar
envolvidos como mecanismos de transporte. [16] Dado a sua lipofilicidade, seria de
esperar que a administragdo de RSV associada a uma alimentacdo rica em lipidos
pudesse aumentar a absorcdo e, consequentemente, a sua biodisponibilidade. Contudo,
um estudo realizado em humanos por Vitaglione et al. [17], concluiu que a
biodisponibilidade de trans-resveratrol proveniente do vinho tinto é independente do
conteudo lipidico da refeicdo. [1][7]

Relativamente a distribuicdo, em ratos, o RSV foi detectado nos rins,

estdbmago, intestino e figado ap6s administracdo oral. Em humanos, cerca de 50% do



RSV total encontra-se ligado as proteinas plasmaticas (p. ex.: albumina, lipoproteinas e
hemoglobina). [1][7]

Quanto ao metabolismo, o RSV sofre um extenso metabolismo de primeira
passagem no intestino delgado e figado, sendo rapidamente metabolizado pelos
enterdcitos e hepatocitos. [18] No figado é metabolizado pelas enzimas de fase Il
conduzindo a biotransformagdo do RSV em metabolitos glucoronidos (UGT) e
sulfatados (SULT): trans-resveratrol-3-O-glucoronido, trans-resveratrol-3-sulfato
(figura 1), trans-resveratrol-4’-sulfato, trans-resveratrol-3,5-dissulfato e trans-
resveratrol-3.4’,5-trissulfato. O metabolismo envolvendo enzimas de fase | ndo
representa um papel importante, ndo existindo evidéncia de oxidacéo enzimatica. [1][7]
De acordo com estudos em humanos verificou-se que os metabolitos conjugados sofrem
recirculacdo entero-hepatica através reabsorcdo apés hidrolise intestinal. Esta situacdo é
baseada na analise grafica da concentracdo de RSV vs tempo, apds administracao oral,
onde se observa um 2° pico de concentracdo maxima. [19] Porém, nos estudos de
pardmetros farmacocinéticos analisados, foram observadas elevadas variabilidades
inter-individuais e dose-independentes que poderdo estar relacionadas com a
sensibilidade do método utilizado, polimorfismos enzimaticos dos individuos incluidos
nos estudos e existéncia/inexisténcia de distingdo entre as formas isoméricas cis, trans
ou conjugadas de RSV na determinacdo de Cnax. Adicionalmente demonstrou-se que a
toma de RSV durante a manha conduz a uma maior biodisponibilidade talvez devido a
influéncia dos ritmos circadianos no metabolismo enzimatico da molécula e na
circulacdo entero-hepatica. [1] Apo6s biotransformacdo, este € eliminado, entre 70-98%,
na urina e fezes em 24h. A sua clearance parece diminuir com a administracdo de doses
repetidas de RSV, evidenciando a possibilidade de existéncia de metabolismo saturavel
e biodisponibilidade alteraveis, o que é preocupante em situacdes de toma prolongada. E
ainda de acrescentar que a actividade dos diferentes metabolitos do RSV continua a ser
uma questdo em aberto, devendo realizar-se mais estudos acerca das suas propriedades
com o intuito de compreender se também os metabolitos serdo ou ndo relevantes para 0s

efeitos observados. [20]
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Figura 2 — Estrutura quimica dos principais metabolitos do RSV em humanos e ratos: (A) Resvetratrol-3-
Sulfato e (B) Resveratrol-3-O-glucoronido. (Adaptado de: C. Udenigwe, V. Ramprasath, R. Aluko e P. Jones,
“Potencial of resveratrol in anticancer and anti-inflamatory therapy,” vol. 66, n°8, pp. 447, 2008)

2.4. Dose e Toxicidade

O RSV é uma molécula com potencial interesse clinico em vérias &reas como a
salde cardiovascular, quimioprevencdo do cancro, obesidade, anti-envelhecimento,
desregulacGes metabodlicas, diabetes tipo 2, artrite, osteoporose e neuroproteccdo. [1]
Este tem sido largamente produzido pela industria de suplementos alimentares e
cosmética. Em relacdo as dosagens produzidas pela industria de suplementos
alimentares, as mesmas variam entre 50-500mg de trans-resveratrol, sendo 0s ensaios
clinicos de toxicidade realizados com doses até aos 5000mg.

A maioria dos autores que defende que a dose diaria ainda é algo a definir.
Timers et al. afirmam que o RSV exibe efeito bifasico pois em doses baixas
(~5mg/kg/dia), aumenta o peso corporal de ratos alimentados com uma dieta de elevado
teor lipidico e, em doses elevadas (400mg/kg/dia), verifica-se uma perda muito
acentuada de peso. [3] Sardi, documenta também o efeito bifasico do RSV: em doses
elevadas este € pro-oxidante e em doses baixas anti-oxidante. [21] Também Vang et al.
afirmam, numa revisao sistematica de contetidos, que devido aos diferentes mecanismos
de acgdo e alvos moleculares deve-se assumir que a dose Optima ira depender da doenca
em particular a tratar. [22] Deste modo, a dose Optima a administrar ainda ndo esta
definida através de estudos em humanos e, certamente dependera do efeito pretendido;
mais experiéncias serdo também necessarias para definir as doses a administrar e para
verificar se, tanto o RSV como os seus metabolitos, se acumulam suficientemente no
organismo de forma a demonstrar a sua vasta utilizagao.

Dado que se trata de uma molécula lipofilica é necessario ter em conta que esta
dissolve-se facilmente em lipidos como € o caso de membranas e lipoproteinas, fazendo
com que os niveis de RSV nos tecidos possam ser superiores aos sugeridos de acordo

com os dados plasmaticos obtidos atraves da avaliacdo de parametros farmacocinéticos.

[3][22]



Em relacdo a toxicidade reprodutiva foram realizados alguns estudos em ratos
e estimado o nivel em que ndo se observaram efeitos adversos (NOAEL — non observed
adverse effect level). Estes estudos propuseram um NOAEL de 300mg/kg peso
corporal/dia e 750mg/kg peso corporal/dia. Assim, tendo em conta os valores
referenciados por estes estudos, Vang et al., concluiram que a dose diaria de 450mg
para um individuo de 60kg seria segura, usando um factor de seguranca de 10. [22] Em
relacdo a genotoxicidade, esta foi avaliada recorrendo ao teste de Ames®, demonstrando
que o RSV néo possui actividade genotoxica.

Os efeitos adversos em humanos ap6s um consumo elevado de RSV foram
investigados, representando um total de 104 individuos analisados. Apds uma Unica
administragdo (5g/70kg) de RSV, observou-se nefrotoxicidade em 1/40 dos individuos.
Observou-se também nasofaringite, alteracfes nos electrdlitos e rash eritematoso em
3/24 dos individuos, ap6s administracdo de uma dose Unica de 400mg. [23] Em relacédo
aos efeitos adversos observados num estudo apds a toma repetida de 200mg de RSV,
duas vezes ao dia, durante 8 dias, observou-se episddios de diarreia (3/4), rash e dores
de cabeca (1/8). [22] Outro estudo realizado com 40 voluntarios, envolvendo doses
maultiplas, em que cada individuo recebeu uma determinada dose de RSV (25, 50 100,
150 mg, ou placebo) a cada 4h, durante 48h, verificou que o efeito adverso mais
frequente € a dor de cabeca frontal (3/40). Outros efeitos adversos que surgiram apenas
uma vez foram dor de cabeca, mialgia das extremidades inferiores, sonoléncia (grupo
25mg), epididimite (grupo 100 mg), tonturas e dor de cabeca occipital (grupo 150 mg),
sem qualquer relacédo clara com a dose administrada. [23]

Segundo o estudo de Juan et al., utilizando ratos, verificou-se que o0 RSV nao
possuia toxicidade aguda apds a administracdo Unica de 2g/kg. Apos administracdo de
20mg/kg, durante 28 dias, verificou-se um ligeiro aumento AST nos ratos tratados com
trans-resveratrol e a examinagdo dos oOrgaos vitais durante a autopsia revelou leves
efeitos nos testiculos e cérebro. O facto de existir um ligeiro aumento de AST nao foi
considerado relevante para avaliagdo da toxicidade hepatica dado a extensa distribuicao
que esta enzima apresenta. Os efeitos verificados no cérebro necessitam de estudos mais
aprofundados para melhor compreender os efeitos envolvidos apesar das doses

administradas serem muito superiores as consumidas diariamente pelos humanos. [24]

! Teste de Ames - Teste utilizado para ajudar a identificar compostos quimicos que afectam a estrutura do
ADN. O teste expOe bactéria Salmonella a produtos quimicos e procura por mudangas na forma como as bactérias
crescem. Estas alteragGes resultam de mutacdes que ocorrem quando a estrutura do ADN ¢ alterada em determinados
locais.



Resumidamente, a tolerabilidade do RSV aparenta ser boa uma vez que este
apresenta uma baixa prevaléncia de toxicidade e ndo demonstrou efeitos adversos
severos. Contudo ainda ndo foram realizados estudos de longa duracdo, sendo a sua
realizacdo fundamental para avaliar a seguranca do uso do RSV em doencas cronicas
como a diabetes tipo 2, cancro, entre outras, as quais irdo requerer uma administracdo
prolongada. Dado que o RSV é metabolizado no figado e excretado através do sistema
urinério, populagcdes com o funcionamento destes sistemas comprometidos (p. ex.:
devido a doenca), ou que se encontram sob terapéutica que os afecte, poderdo responder
de forma totalmente diferente dos individuos saudaveis. Além disso, 0 RSV demonstrou
ter a capacidade de inibir e induzir as isoenzimas hepaticas do citocromo P450
envolvidas na destoxificagdo de compostos, em individuos que receberam 1000mg de
RSV/dia durante 4 semanas, sendo necessario especial atencdo com individuos
medicados com farmacos em que o metabolismo hepéatico é essencial para a sua

eliminacdo ou activagéo. [1][2]

2.5. Estratégias de Veiculacéo

O RSV possui inumeras desvantagens que o tornam numa molécula candidata
a sistemas de veiculacdo mais complexos do que uma simples capsula ou solucédo
organica como tem vindo a ser utilizado na maioria dos ensaios clinicos. Na verdade o
RSV possui baixa solubilidade em &gua, curto tempo de semi-vida, instabilidade
quimica, rapido metabolismo e elevada taxa de eliminagdo, fazendo com que a sua
biodisponibilidade seja reduzida. Assim, torna-se necessario recorrer a técnicas de
veiculacdo complexas com o intuito de aumentar a biodisponibilidade e promover os
efeitos biologicos, aumentando a concentragdo de RSV que atinge o alvo.
[11[71[18][20][23]

No &mbito da veiculagdo surgem estratégias como:

e Microencapsulacdo: apresenta como vantagens a proteccdo contra a
oxidagéo, a libertagdo controlada do composto activo, 0 aumento do
tempo de semi-vida, da solubilidade em meio aquoso e dos niveis
sanguineos de RSV em 360%. [25][26] No mercado dos suplementos
alimentares, existe um unico suplemento produzido recorrendo a esta
técnica: Longevinex®. Longevinex® € constituido por RSV
micronizado e microencapsulado e apresenta resultados bastante

superiores aos obtidos com outros suplementos de RSV, ap6s um
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ataque cardiaco. Nesta situacdo, estudos com Longevinex® em
roedores, demonstram: reduzir a area lesionada ap6s ataque cardiaco
em 43% (vs 32%), melhorar a contraccdo cardiaca em 100% (vs 20%),
melhorar o fluxo sanguineo na aorta em 73% (vs 50%) e reduzir a
percentagem de células mortas em 48% (vs 20%). [21]

Microencapsulacdo em células de levedura: esta técnica tem surgido

como um novo sistema de microencapsulagéo, tornando-se a levedura
de padeiro num hospedeiro conveniente para o desenvolvimento de
novas técnicas de veiculacdo. Através deste método a bicamada da
membrana celular podera actuar como um lipossoma, melhorando a
estabilidade do RSV. Consegue-se também aumentar a sua
biodisponibilidade, através do aumento da solubilidade em &gua
causada pelas interaccbes entre o RSV e as proteinas e/ou
polissacarideos da célula da levedura. O processo de encapsulagdo
ocorre por difusdo passiva através da diferenca de concentracdes criada
entre 0 meio interno e externo das células e € reforcado pelas
interaccOes hidrofébicas e ligacbes de hidrogénio entre os grupos -OH
do RSV e, os grupos -NH,, -OH e -COOH, da membrana fosfolipidica
da levedura. [27][28] Shi et al. [28] demonstraram que o composto
bioactivo foi incorporado na célula com sucesso (rendimento = 4,5% de
RSV encapsulado) e que ndo existiam alteracdes quimicas do RSV
durante o processo de encapsulacdo. Em relacdo ao perfil de libertacéo
in vitro, foi demonstrado que os componentes da levedura responsaveis
por criar uma barreira permeavel a libertacdo do RSV sdo as proteinas
da camada exterior e a membrana plasmatica. A destruicdo desta
barreira permeavel ocorre na presenca de acidos que por sua vez ird
possibilitar a libertacdo do composto encapsulado. De acordo com
ensaios in vitro realizados 90% do RSV é libertado em 90 minutos,
concluindo-se que esta técnica favorece a biodisponibilidade do RSV.
[27]1[29][30]

Sistemas de transferéncia através de nanotransportadores (nanocarrier

delivery system):

ciclodextrinas podem ser utilizadas como agentes de
9



complexacdo do RSV com o objectivo de aumentar a
concentragdo total de RSV em solugdo aquosa, mantendo as
propriedades biolégicas. Além disso, estas particulas tém
exibido aumentar a solubilidade e estabilidade do RSV contido
na matriz juntamente com uma boa capacidade de encapsulacgéo.
Observou-se ainda um atraso na oxidagdo e fotodegradagéo
devido a forte retencdo do RSV na cavidade interna da
ciclodextrina. [31][32]

Nanoparticulas__poliméricas: apenas permitem um teor de

incorporacdo de RSV 20%, sendo a eficacia de encapsulagdo de
90%. O wuptake celular das nanoparticulas poliméricas é
realizado através de endocitose, reforcando a penetracdo do
farmaco nas células e aumentando a sua eficicia terapéutica.
[33][34]

compostos activos, permitindo incorporar o composto lipofilico
entre a bicamada membranar. [35-38] Como vantagens é capaz
de proteger, aumentar a eficicia e transporte do RSV. O RSV
foi incorporado nos lipossomas em cerca de 70%, demonstrando
uma boa capacidade de encapsulacdo. A estabilidade e
quantidade de RSV presentes na formulacdo foram também
testadas, apds 60 dias de conservacdo a 4°C, ndo tendo sido
detectadas alteragdes. [39]

Solid lipid nanoparticules (SLN): apresentam como vantagens a

proteccdo contra a oxidagdo, aumentando a estabilidade da
formulacédo; capacidade reforcar o transporte do RSV até aos
alvos intracelulares; ndo provocar alteragdes significativas na
morfologia, metabolismo e ciclo celular devido tamanho

reduzido que apresentam (< 180nm). [40-42]

Para a comparagdo destas diferentes estratégias de veiculacdo torna-se

necessario comprar os parametros de caracterizagdo dos diferentes transportadores do

RSV relativamente a: composi¢cdo, morfologia, tamanho da particula, indice de

polidispersidade (relacionado com a distribuicdo do tamanho da particula), potencial

zeta (relacionado com a carga de superficie) e eficacia de encapsulagdo. (Tabela 2)
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Tabela 2 - Propriedades dos diferentes transportadores de RSV. (Adaptado de: A. R. Neves, M. Licio, J.
L. Lima and S. Reis, "Resveratrol in Medicinal Chemistry: a Critical Review of its Pharmacokinetics, Drug-Delivery,
and Membrane Interactions,”" Current Medicinal Chemistry, vol. 19, n° 11, pp. 1663-1681, 2012)

. < Potencial Eficacia de
UIEIEE Morfologia UELTENL TR [Ee5 1 Zeta Encapsulacdo  Referéncia

> Composicéo o :
Particula (nm) Polidispersidade (mV) (%)

P90G, DCP, CHOL; Vesiculas

Lipossomas PC; DPPC, EPC, esféricas <100 0,1-0,2 = -40 50-80 [39] [43]
PEG, CHOL oligolamelares
Nanoparticulas -
S Forma esférica, N -55a N
Poliméricas mPEG-PCL superficie lisa <100 ~0.1 65 ~90 [33] [34]
“Solid Lipid Compritol, - - ~ - _
W cane o fosfolipona, Lutrol ESIETE =200 G F=5) il [44]
Forma esférica
SR A-ciclodextrina, ;;?E:S:a 400-500 ~0.2 -16 2 -20 30-40 [31]
carbonildiimidazole o
altamente
porosa
Células de Microrganismo
lovedura S. cerevisiae unicelular 3-4x10° n.d. n.d. =19 [28]
eucariota

Nota: n.d. — ndo definido; P90G - fosfolipona 90G; DCP - dicetilo fosfato; CHOL — colesterol; DPPC —
dipalmitolfosfatidilcolina; EPC - fosfatidilcolina de ovo; PEG - polietilenoglicol;, mPEG-PCL — metoxi
polietilenoglicol-policaprolactona; PC — fosfatidilcolina; DVB — divinilbenzeno; AN — acrilonitrilo; BPO — perdxido

de benzoilo; CDD - 1-clorododecano; PVA — élcool polivinilico.
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3. Propriedades Bioldgicas

3.1. Propriedades Anti-oxidantes

Nas Gltimas décadas tém sido realizado inUmeros estudos para compreender
melhor o papel dos radicais livres no desenvolvimento de processos fisiopatoldgicos
como a aterosclerose, inflamagéo, envelhecimento, cancro, acidente vascular cerebral
(AVC), doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, entre outras. Deste modo, 0 nosso
organismo possui mecanismos que mantém o equilibrio entre a producédo de radicais
livres e as defesas anti-oxidantes. Quando este equilibrio € perturbado e ocorre um
excesso de producdo de radicais livres, 0 organismo encontra-se sob stress oxidativo,
podendo o excesso de radicais livres provocar danos nas macromoléculas: lipidos,
hidratos de carbono e proteinas (a4cidos nucleicos). [45] A curto prazo o stress oxidativo
gera um aumento das enzimas produtoras de radicais livres, alteracGes na fosforilacédo
oxidativa da cadeia transportadora de electrGes, libertacdo de ides de ferro ou cobre e
activacdo de fagdcitos, conduzindo alteracGes fisiopatoldgicas como isquemia, sindrome
de dificuldade respiratdria no adulto, artrite, entre outros. A longo prazo, é responsavel
por causar doengas cardiovasculares uma vez que ocorre a oxidacgdo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), contribuindo para o processo de aterogénese. [46]

De acordo com as propriedades estudadas, o RSV actua ndo s6 como anti-
oxidante mas também como sequestrador de radicais livres, impedindo que se gere um
estado de stress oxidativo. A sua capacidade anti-oxidante depende das propriedades
redox dos grupos fendlicos e do potencial de deslocalizacdo de electrdes ao longo da
estrutura quimica. Os mecanismos envolvidos, que Ihe conferem propriedades anti-
oxidantes, sdo a sua capacidade de:

e Competir com a coenzima Q10, diminuindo a actividade da cadeia
oxidativa e, consequentemente, a producdo de ERO (espécies reactivas
de oxigénio);

e Sequestrar, efectivamente, os radicais O,", *OH, produzidos pelas
mitocondrias;

e Sequestrar efectivamente a formacdo de radicais induzidos pelos
metais;

e Inibicdo da peroxidacdo lipidica induzida pelos produtos da reaccéo de

Fenton;
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e Induzir a actividade de enzimas anti-oxidantes como glutatido-S-
transferase (GST), glutatido peroxidase (GPX), glutatido redutase (GR)
e superdxido dismutase. [45]

e Diminuicdo da oxidacdo dos grupos tiol das proteinas presentes nas
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Figura 3 — Mecanismos de ac¢do antioxidante do RSV. [45]

Porém, como todos o0s anti-oxidantes sdo agentes redox, estes podem
transformar-se em agentes oxidantes sob determinadas condi¢bes, como é o caso do
RSV. Estudos tém demonstrado que em baixas concentracdes, sob determinadas
condic@es, possui actividade pro-oxidante acelerando a peroxidacao lipidica e induzindo
danos no A&cido desoxirribonucleico (ADN). [48][49] Estas propriedades tornam-se

importantes para compreender a sua utilizagdo como agente anti-cancerigeno. [50][51]

Tabela 3 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-oxidantes do RSV.

Observou-se uma reducéo significativa na

An antiinflammatory and _ prO(_jugéo de ERO, pois verificou-se uma
- - . . diminuicéo na expresséo de P47 (phox), NFkB,
reactive oxygen species Avaliar a capacidade de INK-1. PTP-1B. SOCS-3 em células
suppressive effects of an intervencdo do RSV no ' '
extract of Polygonum stress oxidativo e na mononucleares, q_uando comparado com o [52]
cuspidatum containing inflamacéo. placgb_o ecoma I|nh~a de base. Tamber:n s€
resveratrol venﬂcp_u a supresséo das concentragdes
plasméticas de TNF-a, IL-6 e proteina C
reactiva.
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Tabela 4 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-oxidantes do RSV.(continuag&o)

A resveratrol and
polyphenol preparation
suppresses oxidative and
inflammatory stress
response to a high-fat,
high-carbohydrate meal

Effect of the Intake of
Resveratrol, Resveratrol
Phosphate, and Catechin-
Rich Grape Seed Extract
on Markers of Oxidative

Stress and Gene
Expression in Adult Obese
Subjects

Intake of a resveratrol-
containing dietary
supplement has no impact
on DNA stability in
healthy subjects

Anti-inflammatory and
antioxidant effects of
resveratrol in healthy

smokers a randomized,

double-blind, placebo-
controlled, cross-over trial

Resveratrol-procyanidin
blend: nutraceutical and
antiaging efficacy
evaluated in a
placebocontrolled, double-
blind study

An Open Label Clinical
Pilot Study
of Resveratrol as
Treatment for Friedreich
Ataxia

Effect of Resveratrol on
Insulin Resistance and
Inflammatory Mediators
in Obese and Type 2
Diabetic Subjects

Evaluate the Effects of
resVidaTM on Liver Fat
Content, Body Fat
Distribution and Insulin
Sensitivity

Avaliar os efeitos do
RSV, no stress oxidativo e
inflamacéo induzidas ap6s

uma refeicdo rica em

lipidos e hidratos de
carbono

Comparagdo de produtos

em estudo sobre o stress

oxidativo em individuos
obesos.

Efeitos contra os danos
oxidativos do ADN e
alteracéo do seu estado
redox.

Efeitos sobre os
marcadores de inflamacéo
e stress oxidativo em
fumadores.

Avaliagdo sob os efeitos
sistémicos e topicos
relacionados com
alteracdes da idade no que
respeita a pele, pool anti-
oxidante e niveis de stress
oxidativo sistémico.

Avaliagdo do efeito do
RSV nos marcadores de
stress oxidativo,
parémetros clinicos de
ataxia, cardiacos e.nos
niveis de frataxina em
individuos com ataxia de
Friedreich.
Avaliagdo do efeito do
RSV na diminuicéao das
espécies reactivas de
oxigénio e sua formacao,
do factor nuclear de
transcricdo pro-
inflamatdrio (NF-kB) e
mediadores inflamatdrios
que regula.
Investigacdo do efeito
anti-oxidante do RSV sob
o0 contetdo de gordura no
figado, composigao
corporal e sensibilidade a
insulina.

O suplemento contendo RSV e polifendis de
mosqueta suprime 0 aumento do stress
oxidativo; as concentracdes de
lipopolissacarideo e “lipoprotein biding
protein”; a expressdo de TLR-4, CD14, IL-1B e
SOCS-3, em células mononucleares. Estimula
também a actividade especifica Nrf-2 e induz a
expressdo de genes relacionados com
propriedades anti-oxidantes: NQO-1 e GST-P1.
Os microarrays de baixa densidade
demonstraram altera¢des preliminares em
alguns genes relacionados com o stress
oxidativo, principalmente, os genes afectados
pela GCEM e RTP. No entanto, os dados ndo
foram validados por RT-PCR.

Os marcadores de stress oxidativo, no soro,
foram melhorados, principalmente, pela RTP e
GCEM.

Né&o foram observados efeitos significativos nos
parametros de estabilidade do ADN de
linfécitos, proteina C reactiva e LDL oxidada,
no soro, apos 5 dias.

Redugcdo significativa das concentragdes de
proteina C reactiva e triglicerideos e aumento
do status anti-oxidante total. N&o se verificaram
alterag@es significativas nos valores de &cido
Urico, glicose, insulina, colesterol, concentracéo
de enzimas hepéticas, peso, perimetro da
cintura e pressao arterial.

Aumento significativo do stress oxidativo
sistémico, da capacidade anti-oxidante
plasmética e do poder anti-oxidante da pele. A
hidratacéo e elasticidade da pele foram
melhoradas e, a aspereza da pele e profundidade
das rugas, diminuiu. A intensidade das manchas
relacionadas com idade, também, diminuiu
significativamente.

A utilizacdo de doses elevadas de RSV podera
ser utilizada como uma terapia modificadora da
ataxia de friedreich. Um estudo controlado por
placebo, é necessario para avaliar melhor os
seus beneficios.

A decorrer

A decorrer

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]
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3.2. Propriedades Anti-inflamatdrias

As propriedades anti-inflamatdrias do RSV tém sido largamente estudadas,
observando-se que ocorre uma reducdo dos niveis de marcadores inflamatdrios
(quimiocinas e citocinas). Indmeros estudos tém demonstrado que o RSV tem
capacidade de actuar nos processos inflamatorios através das suas propriedades anti-
oxidantes, pois a0 combater o stress oxidativo ird atenuar a inflamacdo subjacente,
causada pela activacdo de proteinas quinases (JNK, p38, ERK) que aumentam a
actividade de factores de transcricdo relacionados com a inflamagdo. Este tem ainda
capacidade de inibir a expressdo da proteina C reactiva e as enzimas prostaglandina H
sintetase (PHS), ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX), as quais actuam na
sintese de eicosanoides a partir do 4cido araquidonico. [61] A PHS e COX (COX-1 e
COX-2) sdo enzimas responsaveis pela biossintese de prostaglandinas (vasodilatacéo,
sensibilizagdo a dor, febre, proteccdo gastrica e renal) e tromboxanos (broncoconstri¢do
e agregacdo plaquetaria) enquanto que as LOX sdo responsaveis pela sintese de
leucotrienos (quimiotaxia dos neutréfilos, aumento da permeabilidade vascular,
alergias). O RSV minimiza ainda a actividade do factor de transcri¢cdo AP-1, importante
para activacdo das células imunitarias através da producédo de citoquinas e quimiocinas;
diminui a actividade do factor de transcricio NF-xB, que controla varios genes
envolvidos no processo de inflamacdo; e inibe a expressdo de IL-6, INOS, ICAM-1 e
VCAM-1 em células endoteliais da artéria coronaria. Ao inibir a actividade dos factores
de transcricdo AP-1 e NF-kB, 0 RSV, ira também diminuir a actividade de transcricéo e
expressdo da enzima COX-2, enzima responsavel pela sintese de moléculas proé-
inflamatorias. [61][62]

Tabela 5 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-inflamatérias do RSV.

Observou-se uma reducéo significativa na
An antiinflammatory and producdo de ERO, pois verificou-se uma
reactive oxygen species diminuicdo na expressao de P47 (phox), NFkB,
suppressive effects of an INK-1, PTP-1B, SOCS-3 em células
extract of Polygonum mononucleares, quando comparado com o placebo
cuspidatum containing e com a linha de base. Também se verificou a
resveratrol supressdo das concentracBes plasmaticas de TNF-
a, IL-6 e proteina C reactiva.

O suplemento contendo RSV e polifendis de
mosqueta suprime o aumento do stress oxidativo;
as concentracdes de lipopolissacarideo e
“lipoprotein biding protein”; a expresséo de TLR-

Avaliar a capacidade de intervengdo
do RSV no stress oxidativo e na
inflamacé&o.

[52]

A resveratrol and
polyphenol preparation Auvaliar os efeitos do RSV, no stress

suppresses oxidative and oxidativo e inflamag&o induzidas - } .
inflammatory stress ap6s uma refeigdo rica em lipidos e montncljgigr'elsLELEir%t?lg(tﬁﬂié?nmacgtuii%a de [53]
response to a high-fat, hidratos de carbono

especifica Nrf-2 e induz a expressdo de genes
relacionados com propriedades anti-oxidantes:
NQO-1 e GST-P1.

high-carbohydrate meal
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Tabela 6 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-inflamatérias do RSV.

(Continuacéo)

Anti-inflammatory and
antioxidant effects of
resveratrol in healthy

smokers a randomized,

double-blind, placebo-
controlled, cross-over trial

One-year consumption of
a grape nutraceutical
containing resveratrol

improves the
inflammatory and
fibrinolytic status of
patients in primary
prevention of
cardiovascular disease
Grape Resveratrol
Increases Serum
Adiponectin and
Downregulates
Inflammatory Genes in
Peripheral Blood
Mononuclear Cells: A
Triple-Blind, Placebo-
Controlled, One-Year
Clinical Trial in Patients
with Stable Coronary
Avrtery Disease

Advantages of the
association of resveratrol
with oral contraceptives

for management of

endometriosis-related pain

Longterm investigation of
resveratol on management
of metabolic syndrome
osteoporosis,
inflammation, and
identification of plant
derived anti-inflammatory
compounds

Long-term Investigation
of Resveratrol on
Management of Metabolic
Syndrome, Osteoporosis
and Inflammation, and
Identification of Plant
Derived Anti-
inflammatory Compounds,
Study 3

Effect of Resveratrol on
Age-related Insulin
Resistance and
Inflammation in Humans

Efeitos sobre os marcadores de
inflamac&o e stress oxidativo em
fumadores.

Avaliagdo da inflamacéo e estado
fibrinolitico em individuos com
elevado risco de doenca
cardiovascular, tratados de acordo
com as directrizes actuais para
prevenc¢do priméria de doengas
cardiovasculares.

Avaliagdo dos efeitos anti-
inflamatdrios e anti-fibrinoliticos

Experiéncia 1: Efeito sobre a gestéo
da dor relacionada a endometriose
em pacientes que ndo conseguiram
obter o alivio da dor durante o uso

de um contraceptivo oral
(drospiredone + etinilestradiol)
Experiéncia 2: Efeito sobre a
expressao da aromatase e da ciclo-
oxigenase-2, no endomeétrio.

Avaliacgdo do potencial efeito
metabolico do RSV em individuos
com sindrome metabolica.

Estudos dos efeitos na esteatose
hepética e inflamacéo.

Estudo dos efeitos do RSV sobre a
resposta do organismo a insulina, na
inflamacgéo, em células e processos
especificos no tecido adiposo, sobre
0 metabolismo do musculo-
esquelético e sobre o funcionamento
do cérebro.

Reducao significativa das concentragdes de
proteina C reactiva e triglicerideos e aumento do
status anti-oxidante total. N&o se verificaram
alteracdes significativas nos valores de &cido Urico,
glicose, insulina, colesterol, concentragéo de
enzimas hepaticas, peso, perimetro da cintura e
pressdo arterial.

Observou-se uma diminuigdo da proteina C
reactiva (-26%), TNFa (-19,8%), PAI-1 (-16,8%) e
da proporcéo IL-6/1L-10 (-24%). Verificou-se um
aumento de IL-10 (19,8%) e ndo foram detectadas
interac¢Bes medicamentosas. Nenhum efeito
adverso sobre o perfil hematoldgico, hepatico,
tirdideio e fungdo renal, foram observados.

No grupo que foi administrado o extracto de uva
rico em RSV observou-se um aumento dos niveis
de adiponectina (10%), uma diminuicéo do PAI-1 e
uma expressao negativa de genes pro-
inflamatdrios. Nao se observaram interacgdes
medicamentosas nem efeitos adversos sob o perfil
hematoldgico, hepatico, tirdideio e renal.

Observou-se uma diminuicéo significativa da dor
(82% dos pacientes relatam a resolucdo completa
da dismenorreia e dor pélvica ap6s 2 meses de
uso). A inibicdo da expressdo de aromatase e
COX-2 foram significativamente maiores no
endométrio de pacientes que tomam o RSV do que
naqueles que tomam contraceptivos orais.

Estudo terminado

A decorrer

A decorrer

[56]
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Tabela 7 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-inflamatérias do RSV.

(Continuagéo)

Effect of Resveratrol on
Insulin Resistance and

Avaliagdo do efeito do RSV na
diminuicéo das espécies reactivas de
oxigénio e sua formacéo, no factor

Inflammatory Mediators nuclear de transcri¢éo pro- A decorrer [59]
in Obese and Type 2 inflamatdrio (NF-kB) e nos
Diabetic Subjects mediadores inflamatdrios que
regula.
Estudo do efeito do RSV sobre
mediadores inflamatdrios e
Resveratrol in Type2 resisténcia a insulina a nivel celular
Diabetes and Obesity e molecular, em individuos obesos A decorrer [69]
ndo diabéticos e diabéticos tipo 2
ndo obesos.
The Effects of Trans- . . x
Resveratrol on Insulin Estu ddeoFg S\S/e];er:ﬁf] éiie:/%durglsnésétr;agao
Resistance, Inflammation, . ! o o
- sindrome metabdlica. Avaliagéo da
and the Metabolic . S A decorrer [70]
. possivel diminuicéo do
Syndrome: A Placebo d Vi de diab
Controlled, Double-Blind esenvolvimento de diabetes e
y problemas cardiacos.
Study.
Effects of Resveratrol on . .
Casivesariisc 400 S0l o B0 1o e
Markers and Cognitive - . e .
. - de citoquinas, proteina C reactiva e A decorrer [71]
Performance in Patients

With Schizophrenia: a
Randomized Clinical Trial

3.3.

niveis de colesterol) e no
desempenho cognitivo.

Propriedades Anti-cancerigenas e Anti-angiogénicas

O RSV € um polifenol com capacidade de actuar em todas as etapas da

carcinogénese: iniciacdo, promocao e progressao, inibindo-as a nivel molecular (figura

4),

Procarcinogen

Metastasis

Tumor initiation Tumeor promation Tumar progression
Rgs =——— carcinogen activation Res polvamines synthesis Res =— cell cycle progression
Res carcinogen deactivation lipics mediators Res apoptosis
Res =————DNA adducts formation Res polyamines catabolism Res MAPK cascade
Res —@—-DNA repair Res =————jcell cycle progression Res =——— angiogenesis

Res apoptasis Res ———f Nitric Oxide praduction

Res _[B'_pgap Junctions GIIC

Figura 4 — Efeitos do RSV nas diferentes etapas da carcinogénese. O RSV é capaz de prevenir a fase de
iniciagdo através da inibi¢do da activagdo do carcinogéneo (R+), da indugdo da inactivacdo do carcinogéneo e
posterior bloqueio da interaccdo entre 0 ADN e carcinogéneo (R+). O RSV pode também bloguear a acc¢do do
promotor do tumor e actuar sobre a progressdo do tumor, através da inibicdo da angiogénese e da formacédo de
metastases. [62]
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A etapa de iniciacdo ocorre quando hd uma alteracdo no material genético
(mutacdo) de uma célula normal, por ac¢do de um agente carcinogénico ou por um
defeito genético inerente a prépria célula. Apds a ocorréncia da mutacdo, a célula ndo
consegue reparar 0 dano e a mutacdo torna-se irreversivel, originando uma célula
iniciada. Esta tem capacidade de crescer autonomamente e transmitir a mutacéo as suas
celulas filhas, iniciando-se assim o processo de carcinogénese. [72]

Nesta etapa, 0 RSV tem a capacidade de actuar através da supressdo da
activacdo metabolica de agentes carcinogénicos e/ou do aumento da destoxificacdo
através da modulacdo da actividade de enzimas envolvidas em reaccdes de fase |
(compostos lipofilicos sdo transformados em carcinogénicos eletrofilicos) e de fase Il
(convertem 0s metabolitos primarios em compostos mais hidrossollveis). Assim, é
capaz de inibir as enzimas de fase I, reduzindo a inducdo da formacdo de aductos de
ADN por varios agentes quimicos como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
nitrosaminas, que necessitam de ser metabolicamente activados para se tornarem
agentes carcinogénicos activos. Um exemplo desta situacéo é a diminuicdo do nimero
de aductos de ADN induzidos pelo benzopireno nas células epiteliais dos brénquios na
presenca de RSV. [73-76] Em relacdo as enzimas de fase Il, o RSV ir4 induzir a
actividade das enzimas GST, NAD(P)H:quinona oxiredutase, GPX e glutatido redutase
e, consequentemente, reduzir as lesdes no ADN. [77-79] Este actua ainda como
sequestrador de ERO (responsaveis pela activacdo de procarcinocinogeneos, lesées no
ADN e peroxidacdo lipidica das membranas celulares), estimula a reparacdo do ADN
lesado através do aumento a actividade do gene p53 e acelera essa reparacgdo. [80]

Na etapa da promocdo um agente promotor provoca a expansao clonal da
célula iniciada, selectivamente. [81] Nesta situacdo, 0 RSV actua na prevencdo do
cancro através da inibicdo da activagdo de proteinas quinases, por Varios promotores,
via mitogen-activated protein kinases (MAPK) [82-86]; da inibicdo da sintese de
poliaminas, diminuindo o crescimento celular e aumentando a apoptose [87][88]; da
inibicdo da libertacdo de mediadores lipidicos pro-inflamatérios sintetizados pelas
enzimas fosfolipase A,, PHS, COX e LOX [89-91]; da perturbagdo da progressao do
ciclo celular (G, S, G,/M) conseguida atraves de interaccOes estabelecidas entre 0 RSV
e reguladores chave da maquinaria do ciclo celular, activando ou inibindo ciclinas, cdks,
factores de transcricdo ou oncoproteinas; da inducdo de morte celular pela via
mitocondrial uma vez que provoca down-regulation da expressdo das proteinas Bcl-2,

IAP e induz um aumento dos niveis de Bax/Bak e a sua relocalizacdo para as
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mitocondrias. Além disso, 0 RSV induz a agregacdo de receptores de morte celular no
microdominio lipidico, induzindo a formacdo de um complexo de sinaliza¢do indutor de
morte que por sua vez conduz & activagdo da cascata das caspases, resultando também
em morte celular. [62]

Na etapa de progressdo ocorre a expansdo de uma populacdo de células
iniciadas que, posteriormente, sdo convertidas em celulas malignas, conduzindo a
formacdo do cancro. [81] Nesta etapa, a progressdo do cancro €, certamente, demasiado
avancada para uma intervencdo preventiva mas nao para uma intervencao terapéutica.
Portanto, 0 RSV poderd também actuar como um agente terapéutico dado que, como
descrito anteriormente, possui propriedades anti-proliferativas, blogueando a progresséo
do ciclo celular e induzindo a apoptose. Este possui ainda capacidade de inibir a
producdo de oxido nitrico, responsavel por promover o crescimento de tumores
endoteliais e a formacdo de metastases [92][93] e inibe a angiogénese através
diminuicdo da expressdo de genes que afectam a invasdo tumoral e metéstases (COX,
ornitina descarboxilase, espermidina / espermina N-acetiltransferase). [94][95]

Actua ainda na angiogénese, através da inibicdo da accdo das
metaloproteinases necessarias para degradar a matriz extracelular das células,
impedindo a invasdo e metastizacdo de células tumorais priméarias [96-98]. Activa
também a cascata das quinases, via MAPK, que ird provocar a estabilizacdo, up-
regulation e activacdo funcional do gene p53. [99]

O RSV pode ainda ser utilizado como um adjuvante para a aumentar a
sensibilizacdo das células cancerigenas a quimioterapia e radioterapia. Evidéncias
recentes sugerem que o RSV administrado em combinacdo com outros farmacos,
radiacdo ionizante ou citocinas, permite a sensibilizacdo das células & apoptose.
Relativamente aos farmacos utilizados na terapia oncoldgica foi demonstrado que
exerce uma relacdo sinérgica com a ciclosporina A e uma amplificagdo dos efeitos anti-
proliferativos e pro-apoptoticos do paclitaxel e 5-fluoruracilo. [100-102] Em relacéo a
radiacdo ionizante, demonstrou-se que o pré-tratamento de células tumorais cervicais
com RSV bloqueia o ciclo celular, altera a progressdo do ciclo na fase S e a resposta
citotoxica a radiagdo ionizante. Porém esta situagdo sO se verifica com elevadas
concentracdes de RSV, sendo os efeitos observados dose-dependente. [103][104] Por
ultimo, em relacdo as citocinas, 0 RSV tem a capacidade de sensibilizar as celulas
cancerigenas para o TNF (tumor necrosis factor), anticorpos anti-CD95 e para 0 TRAIL

(tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), activando a apoptose pela via
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das caspases. Pensa-se que para se observar este efeito sensibilizante é fundamental a
inducdo da redistribuicdo dos receptores de morte celular nos rafts lipidicos uma vez
que o uso de nistatina (agente sequestrador de colesterol) impede a morte celular
induzida pelo RSV. [105][106]

Tabela 8 — Ensaios clinicos realizados relativos as propriedades anti-cancerigenas do RSV.

Results of a phase I pilot
clinical trial examining the
effect of plant-derived
resveratrol and grape

Deteccdo de mudangas na
via Wnt em tecidos

Com base na expressdo dum painel de genes
alvo de Wnt, 0 RSV / uva em p6, ndo inibiu a
via Wnt no cancro do célon. Porém tinha uma

actividade significativa (p <0,03) na inibigdo da

powder on Wnt pat_hwqy normais e no cancro do expressdo do gene alvo de Wnt nas cell_JIas da [107]
target gene expression in . P mucosa do c6lon normal. O maior efeito na
. cdlon apos cirurgia. x .
colonic mucosa and colon expressdo do gene alvo de Wnt foi observado
cancer apds a ingestao de 80 g de uva em po por dia (p
<0,001).
Clinical pharmacology of Detecgdo de RES e seus
metre‘lal')sgleizzg?ri 22?0Irtesctal co?gi[arzgtlelltlos :ecil;egflgict)os Os niveis de Ki-67 foram reduzidos em 5%, nas [108]
; células cancerigenas, e 7% em tecido normal.
cancer patients sobre marcador de
proliferacdo Ki-67.
Phase | randomized,
double-blind pilot study of Avaliagdo da
micronized resveratrol farmacocinética do RSV, Detectou-se RES no tecido hepatico. Observou-
(SRT501) in patients with  sua disposi¢ao nos tecidos se também um aumento de 39% no teor de [109]
hepatic metastases-safety, e seus efeitos na apoptose caspase-3 clivada neste tecido.
pharmacokinetics, and através da analise do O RES foi bem tolerado.
pharmacodynamics. marcador: caspase-3.
Avaliagdo do efeito da
A phase 2 study of toma de RSV (SRT§01.)’ .
. na presenca ou auséncia Demonstrou-se um perfil de seguranca
SRT501 (resveratrol) with - . ! ST -
. de bortezomib, no inaceitavel e eficacia minima em pacientes com
bortezomib for - - L - L
. . tratamento do mieloma mielona maltiplo recidivo / refractério, [110]
patients with relapsed and P . - -
. multiplo em pacientes com destacando os riscos do desenvolvimento de
or refractory multiple L g . . ~
recidiva ou refractarios a novos medicamentos em tais populagdes.
myeloma
pelo menos um tratamento
anterior.

Trans-Resveratrol Alters Nenhum efeito significativo foi encontrado nos
Mammary Promoter Avaliagdo do efeito do quatro genes estudados (RASSF-1, APC,
Hypermethylation in RSV sobre a metilagdo do  CCND2 e p16). Foi encontrada uma correlagdo [111]

Women at Increased Risk ~ DNA e prostaglandina E2.  entre a diminui¢do de RASSSF-1 metilado e a

for Breast Cancer concentracdo plasmatica de RES.
Determinacéo do efeito de O RSV modula os sistemas enzimaticos
Resveratrol modulates L . S
. doses farmacoldgicas de envolvidos na activacéo de agentes
drug- and carcinogen- : . AN .
. - RSV em enzimas cancerigenos e na destoxificacdo. Este podera [112]
metabolizing enzymes in a . . -
metabolizadoras de ser um mecanismo pelo qual 0 RSV inibe a
healthy volunteer study £ S e
armacos e carcinogéneos. carcinogénese.
. . Avaliacéo dos efeitos do
A Blologlclal Study RSV na activacdo Notchl
of Resveratrol's Effects on em pacientes com tumores
Notch-1 Signaling in P A decorrer [113]

Subjects With Low Grade
Gastrointestinal Tumors

3.4.

neuroendocrinos
gastrointestinais de baixa
intensidade.

Propriedades Anti-virais

O RSV actua sob o processo de infeccdo viral duma grande variedade de

familia de virus. Este interfere com as vias celulares de infeccdo, ndo actuando

directamente contra o virus.
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O RSV é activo contra virus da familia herpesviridae, em particular: o Virus
herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) [114]. O primeiro estudo publicado
demonstrou que o RSV tem capacidade de inibir a replicagdo do virus HSV-1 apds a
entrada do mesmo na célula, ndo actuando directamente na capside viral ou na sua
ligacdo com a membrana celular. [115] Este possui ainda propriedades protectoras in
vivo contra a infecgdo por HSV-1 e HSV-2. Em relagdo a outros virus da familia como
Virus zoster da varicela (VZV) e Cytomegalovirus humano (HCMV), o RSV inibe a
sua replicacé@o de forma dose-dependente, nas fases mais precoces, sugerindo que tem a
capacidade de bloquear a expressao de proteinas virais essenciais. A inducao precoce do
antigénio do Virus de epstein-barr (EBV), num ensaio in vitro, é também
profundamente inibida pelo RSV. Relativamente a familia dos retrovirus, a accdo do
RSV contra o Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi também estudada
observando-se que este ao prolongar o tempo de permanéncia das células infectadas na
fase S, aumenta a eficacia dos farmacos anti-retrovirais e é ainda a capaz de induzir o
ciclo litico do virus, fornecendo uma forma de eliminar o reservatdrio do virus. O Virus

influenza é também inibido de forma dose-dependente. [114]

Tabela 9 — Modulagéo da replicacao viral através do RSV.

HSV-1 e HSV-2
vzVv

HCMV

EBV

HIV-1

Virus influenza A

Inibicdo da replicacdo viral in vivo
e in vitro
Inibigdo da replicacéo in vitro

Inibicdo da replicacéo in vitro

Inibicdo da inducdo precoce da

producdo do antigénio do EBV, in

vitro

(@) Activacdo do ciclo litico in

vitro;

(b) Inibicdo da replicacdo quando

utilizado em sinergia com analogos

nucleésidos, in vitro;

(c) Atenuagdo da transactivacdo
do Tat-induzido.

Inibicdo da replicacéo in vivo e in

vitro

Nota: n.d. — ndo definido

3.5.

Supresséo da activacéo da via NF-
kB
n.d.

A inibicdo da activacdo do
receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGFR) induzido pelo
virus

Inibicdo da expressdo de genes
liticos e da producgdo de proteinas
virais

n.d.

Inibicdo da actividade da proteina
quinase C

Propriedades Anti-bacterianas

[115-118]
[119]

[120]

[121] [122]

[123-126]

[127]

A terapéutica anti-bacteriana ¢ uma ferramenta poderosa no tratamento de
doencas infecciosas, porém o aumento da resisténcia dos microrganismos aos farmacos
anti-bacterianos tém vindo a aumentar, surgindo a necessidade de pesquisar novas

moléculas com actividade terapéutica. Dado que o RSV é uma fitoalexina, intervindo na
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defesa das plantas contra microrganismos, tem-se vindo a estudar o seu potencial como
agente anti-bacteriano. Deste modo, verificou-se que o RSV possui propriedades
bacteriostaticas, principalmente, contra bactérias gram positivas possivelmente devido
as caracteristicas da parede celular destes microrganismos. [128] O RSV é activo
contra: Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis e Propionibacterium acnes.

Em relacdo as concentracdes inibitérias de 100% (ICi00%) para Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria meningitidis (cocos gram negativo), estas sdo 75 e 125ug/mL,
respectivamente, sendo o mecanismo inibitério ainda desconhecido. [129] No que
respeita a Helicobacter pylori, é uma bactéria que infecta a mucosa do estbmago e do
duodeno causando gastrites, Ulceras pépticas e, nalgumas situagdes, cancro gastrico. O
seu crescimento é também inibido pelo RSV, sendo a concentracdo inibitoria minima,
de 50% e 90% (CIMsp e ClIMg), 12,5 e 25 ug/mL, respectivamente. O controlo positivo
deste ensaio in vitro foi a amoxicilina com uma CIM entre 0,002-0,06 ug/mL. [130] De
acordo com Chang, o crescimento de Staphylococcus aureus (gram positivo),
Enterococcus faecalis (gram positivo) e Pseudomonas aeruginosa (gram negativo) é
também inibido pela solu¢do de RSV em DMSO, numa gama de concentragdes entre
171-342 pg/mL. S. aureus, E. faecalis sdo responsaveis por causar foliculite, celulite,
impetigo e furdnculos e P. aeruginosa € responsavel pela infeccdo de feridas com
queimaduras, estando ambas as bactérias envolvidas na infeccdo de Ulceras do pé
diabético e poderdo surgir em ambiente hospitalar. Assim, a utilizacdo do RSV nestas
condi¢cdes cutaneas poderd assumir importdncia nomeadamente na proteccdo ou
eventual tratamento de infec¢Ges causadas por estes microrganismos. [131] Em relacédo
a Proteus mirabilis, € uma bactéria patogénica que infecta trato urinario, sendo o seu
crescimento totalmente inibido pelo RSV na concentragdo de 60 pg/mL. [132] Por
ultimo, Propionibacterium acnes esta presente na acne vulgaris, Esta caracteriza-se por
uma reacgdo inflamatoria resultante da infeccdo cutanea por P. acnes. Assim sendo,
como 0 RSV possui propriedades anti-inflamatorias e bactericidas, em elevadas doses,
sobre trés estirpes deste microrganismo (IC100=187mg/L) e elevada biodisponibilidade
cutanea, este podera ser utilizado com beneficio em individuos que sofrem desta

patologia. [133]
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E ainda de acrescentar que de acordo com Docherty et al. [129], o RSV néo
apresenta propriedades inibitdrias do crescimento de Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus na concentragdo méaxima
testada, 200mg/L.

3.6. Propriedades Anti-fungicas

Como previamente referido, o RSV pertence ao grupo das fitoalexinas
protegendo a célula dos ataques microbiologicos. Do mesmo modo que é responsavel
pela proteccdo da planta contra as bactérias, também a protege de fungos, apresentando
propriedades anti-fungicas. De acordo com o estudo publicado por Chan [131], foi
testada a hipotese do RSV possuir actividade anti-fungica sobre os fungos:
Thrichophyton mentagrophytes, Thrichophyton tonsurans, Thrichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum e Mycrosporum gypseum e agentes etioldgicos das micoses
cutaneas: tinea pedis (“pé de atleta™), tinea corporsis (afecta a zona do tronco) e tinea
cruris (afecta a zona das virilhas). Deste estudo concluiu-se que o RSV inibiu o
crescimento de todas estas espécies de dermatdfitos numa gama de concentrag@es entre
25-50pg/mL. Em relagdo ao mecanismo envolvido, este ainda ndo foi identificado,
porém pensa-se que da mesma forma que o RSV é capaz de inibir o crescimento de
Botrytis cinérea, um bolor cinzento que infecta as videiras, € também capaz de inibir o
crescimento destes fungos. O mecanismo de ac¢do proposto consiste na interacgdo do
RSV com a funcionalidade das proteinas membranares do fungo, em especial as das
mitocondrias. Desta interaccdo, resulta uma diminuicdo da captacdo do oxigénio pelas
células e, consequentemente, as membranas nucleares e mitocondriais sao
primeiramente afectadas, seguidas da desorganizacdo dos organelos e ruptura das
membranas celulares. E ainda de acrescentar que esta capacidade de inibicdo do
crescimento fangico é reforgada pelo solvente utilizado no estudo (DMSO) que por si S0

ja possui propriedades anti-fungicas, podendo ambos actuar sinergicamente.
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4. Envelhecimento

O envelhecimento é um processo biologico inevitavel, caracterizado por um
declinio geral das funcdes fisioldgicas, onde ocorre um contrabalanco entre a correcgédo
de erros e os factores de manutencdo da longevidade do organismo. Assim, 0
envelhecimento ¢ um fendmeno multifactorial associado a diminuicdo das funces
fisioldgicas e celulares, ao aumento da incidéncia de doencas degenerativas e a

diminuicdo da capacidade de resposta ao stress.

4.1. Envelhecimento bioldgico

Quando se aborda o tema do envelhecimento, o envelhecimento do sistema
cardiovascular assume um papel notavel, ocorrendo um aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como a aterosclerose, hipertensédo, enfarte
agudo do miocéardio e acidente vascular cerebral a medida que a idade aumenta. A
modificacdo da estrutura das fibras elasticas e de colagénio das paredes dos vasos
sanguineos leva a perda de elasticidade. A deposicdo de calcio, lipidos e colagénio,
origina a formacdo de placas nas paredes dos vasos Ssanguineos, originando
aterosclerose. Todas estas alteracdes conduzem ainda uma diminuicdo da irrigacdo dos
tecidos e a uma maior susceptibilidade a blogueios e rupturas. Sempre que o tema do
envelhecimento cardiovascular é abordado, € necessario relembrar que o stress
oxidativo associado ao aumento da idade podera provocar inflamacdo vascular mesmo
na auséncia de factores de risco uma vez que estd bem definido que esta associacdo
acelera a incidéncia de doenca coronéaria arterial e enfarte agudo do miocardio, em
individuos idosos. Ha abundantes dados experimentais que sugerem que 0 aumento da
actividade das NAD(P)H oxidases e a excessiva producdo de ERO pelas mitocondrias
s8o a base do stress oxidativo relacionado com a idade, na vasculatura, ao promover a
inflamacdo e danos endoteliais. O envelhecimento dos tecidos cardiovasculares é
traduzido patologicamente pelo aparecimento de alteracdes que incluem: hipertrofia,
alteracdo da funcdo ventricular esquerda diastolica, aumento da rigidez arterial e
alteracdo da funcdo endotelial. Contudo o envelhecimento cardiaco e arterial ndo
ocorrem independentemente, ambos estéo relacionados e influenciam-se. [134] [135]

Relativamente ao envelhecimento do sistema nervoso, o tamanho e peso do
encéfalo diminuem com o aumento da idade. Ha perda de neurdnios cerebrais e 0s
neurdnios restantes perdem a capacidade de compensar grande parte desta perda e

sofrem alteragdes estruturais. A membrana celular neuronal torna-se mais rigida, o
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reticulo endoplasmatico adquire uma estrutura mais irregular, nas células desenvolvem-
se emaranhados de neurofibrilnas e formam-se placas amilGides nas sinapses,
conduzindo a uma diminui¢cdo da capacidade funcional os neurénios. Assim, as
alteracdes da funcéo encefalica conduzem a diminui¢cdo do movimento voluntario, das
sensacOes conscientes, dos reflexos, da memoria e do sono. O envelhecimento
neuroldgico contribui ainda para 0 aumento do risco de aparecimento de doencas
neurodegenerativas como p. ex. a doenga de Alzheimer, Parkinson e Esclerose Lateral
Amiotréfica. No caso da doenga de Alzheimer, a acumulacdo de danos no ADN dos
neuronios do hipocampo e neocortéx é causada pelas ERO produzidas durante a
respiracdo mitocondrial e pelo deficiente sistema de enzimas de reparo do organismo
envelhecido. As ERO produzidas por sua vez vado conduzir a acumulagdo de danos nas
biomoléculas, a amplificacdo da producdo de ERO, formacdo de agregados proteicos e
inducdo da resposta neuro-inflamatdria cronica. Através dos danos nas biomoléculas
poderdo ocorrer mutagdes, com perda de funcdo, do gene da presilina 1, levando
formacdo de placas senis e défices de memoria; e acumulacdo do péptido pB-amildide
causador de disfungdes sinapticas e aumento da resposta neuro-inflamatéria. A
producdo de citocinas em excesso € neurotdxica, estimula a sintese do péptido f-
amiloide e a formacdo de agregados proteicos, favoraveis ao desenvolvimento da
doenca de Alzheimer. Deste modo, a presenca de agregados de neurofibrilhas e placas
extracelulares B-amiloides nas zonas do hipocampo e cortéx, importantes para
degradacdo da memoria e aprendizagem, sdo caracteristicas da doenca de Alzheimer.
[134][136]

Em suma, o stress oxidativo e a quantidade de biomoléculas alteradas
aumentam ao longo do envelhecimento do sistema nervoso central. Contudo, as
mutacdes genéticas podem amplificar esses processos e conduzir ao desenvolvimento de
doencgas neurodegenerativas. [136]

Em relagéo as alteragdes mais significativas decorrentes do envelhecimento do
sistema esquelético, estas estdo relacionadas com a idade e afectam a qualidade e
quantidade da matriz 6ssea. Com o envelhecimento a matriz 6ssea torna-se mais rica em
minerais, quebradica e pobre em colagénio devido a diminuigdo da sua producdo. A
quantidade de matriz 6ssea também diminui devido a diminuicdo da taxa de formacéo
da matriz pelos osteoblastos, que se torna mais lenta que a taxa de destruicdo pelos
osteoclastos. Os 0ss0s tornam-se mais finos mas a sua dimens&o exterior pouco se altera

uma vez que a maior perda de 0sso ocorre nas superficies interiores. Além disso, 0 0SS0
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compacto remanescente torna-se mais fraco devido a remodelacdo 0ssea incompleta.
Em consequéncia destes processos, irdo ocorrer deformidades, diminui¢do da estatura,
rigidez e podera ocorrer um aumento do risco de fracturas. Um exemplo desta situagdo é
a perda de tabérculas que aumenta muito o risco de fracturas de compressao nas
vertebras. [134]

Em suma, inimeros sdo 0S processos que ocorrem com 0 aumento da idade
responsaveis pelo envelhecimento. Todos os sistemas afectados embora uns de forma
mais evidente que outros.

E ainda de acrescentar que todos 0s outros sistemas ndo mencionados neste
capitulo (p. ex. sistema articular, digestivo, respiratério e urinario) sofrem alteracdes
durante o processo de envelhecimento, porém, ndo sdo alvo potenciais da utilizacdo do
RSV como uma molécula anti-envelhecimento, ndo sendo abordados ao longo da

dissertacdo.
4.2. Efeitos do Resveratrol no Envelhecimento Bioldgico

4.2.1. Efeitos no aumento da esperanca de vida

O processo de envelhecimento esta, em parte, relacionado com o estilo de vida
adquirido e prevencdo de doencas. Porém, apenas hoje em dia, se comeca a estudar
profundamente o papel de genes especificos no prolongamento da longevidade.

A restricdo caldrica € uma intervengdo que promove o aumento da longevidade
através da activacdo de enzimas histonas desacetilases, conhecidas por sirtuinas.
Acredita-se que esta baseia-se numa resposta de sobrevivéncia ao stress ambiental ou
nutricional, onde ocorrem alteragcdes no metabolismo mitocondrial, aumento da
sensibilidade a insulina, diminuicdo dos niveis do factor de crescimento semelhante a
insulina tipo 1, entre outros efeitos. [9][1]

Os polifendis, como o RSV, exercem uma diversidade de beneficios para a
salde através da activagdo de multiplas vias intracelulares, muitas das quais séo as
mesmas que as activadas pela restricdo caldrica, muito conhecida por reforcar a saide e
aumentar a esperanca de vida. Um primeiro alvo do RSV ¢ a classe das sirtuinas que
estdo envolvidas nos processos metabolicos. Nos mamiferos, foram identificadas sete
classes de sirtuinas, das quais o SIRT-1 se acredita ser responsavel pelos beneficios na
saude e longevidade tanto na restri¢do caldrica como através das ac¢fes do RSV. Estas
sirtuinas sdo expressas em tecidos adultos e fetais, assegurando, provavelmente, a chave

para a saude humana e longevidade. [138]
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Ainda ndo foi totalmente esclarecido se a extensdo da ac¢cdo do RSV sob estas
enzimas € directa ou indirecta e se os seus efeitos estdo apenas restringidos a restri¢ao
caldrica e envelhecimento uma vez que exibe propriedades bioldgicas pleiotropicas. As
vias reguladas pelas sirtuinas incluem a gliconeogénese e glicolise no figado,
metabolismo das gorduras e sobrevivéncia celular. De acordo com o tipo de células ou
circunstancias, a activacdo das sirtuinas podera activar ou suprimir determinados genes,
conduzindo a uma diminuicdo da apoptose, um aumento da actividade anti-oxidante e
da proteccdo do ADN, efeitos anti-inflamatdrios e a modulacdo de outros mecanismos
qgue promovem a saude da célula e, consequentemente, do organismo. Através da sua
activacdo € ainda possivel melhorar a fungdo mitocondrial, induzir genes para a
oxidacdo de acidos gordos e aumentar o potencial de membrana da mitocondria.
[18][137][138]

A capacidade que o RSV possui em mimetizar os efeitos da restri¢do caldrica,
no que respeita a0 aumento da esperanca de vida, foi primeiramente observada por
David Sinclair e seus trabalhadores em Saccharomyces cerevesiae. Desde entdo 0s
efeitos do RSV tém vindo a ser estudados num elevado nimero de organismos como
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e Nothobranchius furzeri,
aumentando a esperanca de vida entre 18-56%. Porém o aumento da esperanca de vida,
nestes organismos, nem sempre foi conseguido noutras experiéncias realizadas por
outros investigadores, ndo se observando efeitos significativos sob a esperanca de vida
(figura 5). Do mesmo modo, outros estudos concluiram que o RSV ndo é um activador
geral do Sir2 (Silent information regulator) e que a sua activacdo depende da ligagéo
covalente com um fluoréforo, existindo mesmo um estudo que afirma que o RSV inibe
0 SIR-2.1 em vez de o activar (em C.elegans). [5][138]

Portanto o envolvimento das sirtuinas no aumento da esperanca de vida
mantém-se um assunto controverso: enquanto alguns investigadores admitem que o
aumento da esperanca de vida relacionado com a restri¢cdo caldrica € dependente das
sirtuinas nas leveduras, Drosophila melanogaster e nematodes, outros defendem que a
accgdo das sirtuinas ndo é necessaria. [138] Por outro lado, 0 RSV é capaz de modular a
actividade de genes envolvidos na apoptose, crescimento e divisdo celular, adesdo
célula-célula, regulacdo do sistema nervoso, sinalizacdo neuroenddcrina,
desenvolvimento muscular, transcri¢do, proteolise, inibicdo da accdo da HMG-CoA

redutase, entre outras, pensando-se promover a vida Gtil das células. [138]
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Figura 5 - Efeito do RSV sobre o tempo de vida médio ou mediano em modelos de organismos. Os dados
estdo organizados primeiro por nome de autor, e correspondem as seguintes referéncias: Howitz, Jarolim, Kaeberlein,
Yang, Bass, Greer, Gruber, Sunagawa, Viswanathan, Wood, Zarse, Valenzano, Baur, Pearson, Miller, Bauer e Zou.
Os dados de Jarolim, Bass, Wood, Valenzano e Miller séo baseados no tempo de vida médio, enquanto os restantes
séo baseados em medianas. A dose relativa de RSV é aproximada pelas cunhas azuis sob cada grafico. Na referéncia
de Baur, os ratinhos a serem tratados eram obesos devido a uma dieta rica em gordura. Nas moscas e ratos, 0s machos
sdo indicados por "M" e fémeas de "F". Os asteriscos indicam que o resultado foi considerado estatisticamente
significativo pelos autores. [5]

4.2.2. Efeitos Cardioprotectores

As doencas cardiovasculares s@o a principal causa de morte e morbilidade em
Portugal, sendo frequentemente causadas pela aterosclerose. A aterosclerose surge
como uma consequéncia de lesdes consecutivas sob o endotélio vascular, causadas por
uma vasta gama de factores como a exposi¢do ao fumo do tabaco, hipercolesterolémia e
hipertensdo arterial. Os danos no endotélio vascular originam multiplas alteracGes na
estrutura dos vasos sanguineos e nos componentes do sangue, aumentando o fluxo
sanguineo, recrutamento e fixacdo de leucdcitos e plaquetas, migracdo de ceélulas
endoteliais para o limen dos vasos e sua deposi¢do de matriz extracelular. Todos estes
factores, em conjunto, contribuem para a formacao de trombos e, eventual, oclusdo de
um ou mais vasos. [139][140]

No ambito da proteccdo cardiovascular, a molécula de RSV demonstra possuir
propriedades bastante promissoras que contribuem para diminuicdo do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Estudos recentes revelam que, em ratos,
é capaz de produzir efeitos cardioprotectores atraves da atenuacdo da producao de ERO,
melhorando a funcdo endotelial, da inibicdo de processos inflamatorios e da diminuigéo

da taxa de apoptose endotelial. Além do mais o RSV actua sob os mecanismos de
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agregacao plaquetaria, possui actividade anti-oxidante, propriedades vasodilatadoras e
efeitos benéficos sob os niveis de colesterol e triglicéridos. No que respeita aos
mecanismos subjacentes as suas accOes protectoras cardiovasculares, estes sdo
inimeros. [141][142]

De acordo com estudos publicados acerca da agregacdo plaquetaria, 0 RSV
previne a agregacdo plaquetaria, in vitro; bloqueia 0 aumento da agregacdo plaquetaria,
via administrac&o sistémica, em coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol,
e reduz ndo so a area aterosclerdtica como também o tamanho dos trombos, em ratos
com hipercolesterolémia genética. O mecanismo envolvido neste efeito protector
baseia-se na inibicdo preferencial da COX-1, pelo RSV, que por sua vez vai promover o
fluxo sanguineo e diminuir a formacéao de coagulos. Sob determinadas condi¢des o RSV
¢ um inibidor irreversivel da COX-1, impedindo as plaquetas de produzir novas
proteinas. Esta situacdo sugere que uma exposicao transitoria ao RSV podera ter efeitos
duradouros in vivo dado que o tempo médio de vida das plaquetas é cerca de 10 dias.
Curiosamente, este mecanismo de ac¢do € o mesmo pelo qual se pensa que o &cido
acetilsalicilico possui efeitos cardioprotectores. [140-142]

Em relacdo as propriedades vasodilatadoras, a inibicdo da producdo de
tromboxanos A, provocada pela inibi¢do da enzima COX-1, é um dos mecanismos pelo
qual o RSV é responsavel pela vasodilatacdo. Além do mais, este estimula os canais de
potassio activados pelo calcio, induz as enzimas 6xido nitrico sintetase (eNOS e iNOS)
e sua distribuicdo, aumentando a producdo de o&xido nitrico (propriedades
vasodilatadoras). As propriedades anti-oxidantes do RSV, vao prevenir a oxidacdo das
LDL e diminuir a expressdo de marcadores de stress oxidativo como, p. ex., a albumina
glicada no soro e a hidroxiguanosina na urina. O RSV possui ainda capacidade de
limitar a acumulacdo de colesterol pelos macrdéfagos, reprimir a activacdo de genes
relacionados com a captacdo de colesterol, diminuir a pressao arterial, reduzir os niveis
de endotelina (proteina com propriedades vasoconstritoras), atenuar a adesdo dos
monocitos as células endoteliais e reduzir os danos no miocardio provocados por
episddios de isquémia. Estudos recentes evidenciaram, também, que o RSV ¢€ capaz de
induzir a biogénese de mitocéndrias tanto em culturas de células endoteliais como no
endotélio de ratos com envelhecimento vascular acelerado. [141][143]

O facto de o RSV ter uma estrutura semelhante com dietilestilbestrol permite
classificd-lo como um fitoestrogénio. Este possui na sua estrutura grupos hidroxilo

livres e um anel fendlico, que sdo importantes na ligacdo ao receptor do estrogénio.
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Dadas as vantagens cardioprotectoras atribuidas ao estrogénio, realizaram-se uma serie
de estudos, que sugerem que alguns dos efeitos protectores cardiovasculares do RSV
poderdo estar relacionados com a modulagdo do receptor do estrogénio. [138][140][143]

Resumindo, muitas e complexas vias estdo envolvidas no efeito protector do
sistema circulatorio pelo RSV. Embora se tenha alcangado um progresso significativo
na elucidacdo dos mecanismos celulares activados pelo RSV, dos papéis especificos das
vias que regulam a funcdo mitocondrial, das defesas e dos mecanismos anti-oxidantes
celulares envolvidos no reparo macromolecular, € ainda necessario realizar mais
investigacdo. As suas propriedades conferem proteccdo contra acidentes
cardiovasculares, hipertensao arterial, doenca isquémica cardiaca, danos isquémicos

durante enfarte agudo do miocardio e hipercolesterolémia. [138]

4.2.3. Efeitos Neuroprotectores

Nas patologias neurodegenerativas, 0 processo patoldgico subjacente €
semelhante e esta ligado a vias importantes do processo de envelhecimento. N&o é,
portanto, surpreende que o RSV exiba caracteristicas neuroprotectoras através das suas
propriedades anti-mielogénicas, -inflamatorias e -oxidantes.

Dado que cérebro é um 6rgdo muito susceptivel ao stress oxidativo por possuir
uma elevada taxa de consumo de oxigénio, elevadas quantidades de acidos gordos
passiveis de sofrer peroxidacao lipidica, baixa capacidade de regeneracdo e quantidade
de substéncias anti-oxidantes, as ERO estdo presentes em elevada quantidade, podendo
aumentar a producdo da proteina p-amiloide e, consequentemente, originar condi¢fes de
stress oxidativo. Assim, os radicais livres parecem desempenhar um papel importante
no envelhecimento do sistema nervoso, sendo a doenca de Alzheimer uma das
patologias neurodegenerativas que se pensa ser influenciada pelo envelhecimento. A
producdo do péptido B-amildide e os agregados de fibrilhas amildides séo os alvos
terapéuticos no combate a esta doenga. Tendo em conta que o stress oxidativo acelera a
progressdao da doenca, a utilizacdo de anti-oxidantes poderd ser considerada uma
abordagem terapéutica oportuna na prevencdo de danos neuronais. Como referido
anteriormente, 0 RSV possui fortes propriedades anti-oxidantes, ndo s6 por actuar como
um sequestrador de radicais livres mas também por suprimir a producdo de radicais
livres, protegendo os neurdénios de danos oxidativos. Possui, ainda, capacidade de
reduzir a citotoxicidade provocada pelos péptidos B-amildides, melhora as respostas

glial, inflamatoria e oxidativa, in vitro, protege as células da morte celular e acumulagéo
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de ERO e suprime uma das vias de producdo da proteina B-amildide, reduzindo a sua
producdo. Além disso, 0 RSV prolonga a sintese do péptido B-amildide, em culturas de
neurdnios. [138][144][145]

Vaérios relatos demonstram que a inflamacéo que ocorre no sistema nervoso
central desencadeia a libertacdo de mediadores pro-inflamatérios e inflamatérios como
as ERO, as espécies reactivas de azoto, citoquinas e neurotransmissores, conduzindo,
eventualmente, a inflamac&o de neurdnios e morte celular. Assim sendo, de acordo com
as caracteristicas anti-inflamatdrias do RSV, este previne os efeitos pré-inflamatorios do
péptido B-amildide, em macréfagos, reduz a activacdo microglial relacionada com a
deposicdo amildide, reduz a activacdo dos factores de transcricdo NF-kB e JNK, a
isquemia cerebral induzida e a regulacdo da COX-2. Resumidamente, o0 RSV ¢é
responsavel por diminuir toda a resposta neuroinflamatoria associada a doenca de
Alzheimer, melhorando os prejuizos de memoria e aprendizagem. [145]

No que respeita aos efeitos anti-miloidogénicos, verificou-se que o RSV
diminuiu a quantidade de proteina p-amildide produzida, sua agregacdo e acumulacao, e
destabilizacdo de neurofibrilas, abrandando a progressdo da neurodegeneracdo. Além do
mais protege 0s neurdénios da neurotoxicidade e apoptose induzidas pelo péptido B-
amildide, in vitro. A sua ac¢do ndo se verifica ao nivel da producdo mas, sim, a nivel da
promocdo da libertacdo proteolitica do péptido. De acordo com todos estes efeitos, o
RSV podera ser uma molécula com acc¢des promissoras na doenca de Alzheimer
melhorando as capacidades de memoria e aprendizagem que com a evolugdo da doenca
se vdo degradando cada vez mais. [145]

Em conclusdo, na doenca de Alzheimer, o RSV promove a eliminacdo do
péptido B-amildide, reduz o stress oxidativo e morte dos neurdnios, sendo uma
ferramenta promissora no desenvolvimento de novos farmacos. Além disso, € uma
molécula ndo toxica, possui uma boa relacdo custo-eficicia e estd amplamente

disponivel.

4.2.4. Efeitos Protectores da Desmineralizacdo Ossea
O risco de osteoporose aumenta a medida que a idade avanca. Na altura da
menopausa, as mulheres podem perder densidade Ossea rapidamente durante varios
anos. Depois disso, a perda abranda mas continua. Nos homens, a perda de massa dssea
é mais lenta, porém, por volta dos 65-70 anos de idade, homens e mulheres, estdo a

perder densidade 6ssea a mesma taxa.
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A osteoporose ocorre devido a um desequilibrio entre dois principais processos
de remodelagdo do osso: a reabsor¢do e a formagdo dssea. Um importante elemento na
patogénese da osteoporose € também a reducdo do aporte sanguineo ao tecido dsseo,
conduzindo a inibicdo da actividade osteoblastica e aumentando a actividade dos
osteoclastos. [146]

O RSV é uma molécula com capacidade de provocar o relaxamento dos vasos
sanguineos através do aumento da produgdo de 6xido nitrico, permitindo um aumento
de aporte sanguineo ao 0sso. Deste modo, 0 RSV contribui para uma melhoria da
actividade osteoblastica e uma diminuicdo da osteoclastica. Os dados que fundamentam
esta evidéncia sdo suportados por um estudo realizado em ratos fémea com
ovariectomia que, 8 semanas apds remocdo bilateral dos ovarios, desenvolveram
disfuncdo endotelial dos vasos da microcirculacdo do tecido dsseo (provado pelo
coeficiente de disfuncdo endotelial). Posteriormente, a administracdo de RSV na dose
de 2mg/kg produziu efeitos protectores do endotélio, impedindo a reducdo da
microcirculacdo do osso do fémur, aumentando a largura das trabéculas Gsseas (em
média 45% em comparacdo com o grupo de osteoporose) e prevenindo a ocorréncia de
microfracturas. Conclui-se assim, que 0 RSV podera apresentar vantagens na utilizacao
como um protector da perda de densidade dssea. [146] O RSV liga-se aos receptores do
estrogénio, activando o processo de sintese de matriz em genes sensiveis ao estrogénio.
De acordo com esta propriedade, foi realizado um estudo em ratos fémea com
ovariectomia, em que se concluiu que o RSV actua como um agonista do receptor
estrogénico. Além disso 0 RSV aumenta o grau de relaxamento muscular dependente da
endotelina e, tal como o estradiol, previne o enfraquecimento 6sseo. Deste modo, o
RSV é um forte candidato na terapia de proteccdo contra a perda 0ssea induzida pela
deficiéncia em estrogénio. [146]

Da realizacdo de mais um estudo, demonstrou-se que a ingestdo diaria RSV em
animais reduziu o turn over 0sseo e reverteu a perda 6ssea. Observou-se ainda que a
administragdo de doses mais elevadas de RSV (45 mg/kg/dia) é mais eficaz em
diminuir, o aumento induzido por ovariectomia, do turn over 6sseo (na reabsor¢édo
Ossea, especificamente) do que a dose mais baixa. Em conclusdo, a ingestdo de RSV
deverd ser considerada, de forma preventiva, para melhorar a saide do 0sso, em
detrimento de uma abordagem curativa. [147] Segundo Tresguerres et al., 0 RSV é

capaz aumentar a microestrutura do 0sso e as suas propriedades mecanicas, em ratos
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masculinos velhos, sugerindo que o RSV poderda ser utilizado na terapia anti-

envelhecimento para resistir a perda de massa 6ssea induzida pela idade. [148]

Control Resveratol

Figura 6 — Na imagem a esquerda observa-se uma tomografia microcomputorizada das sec¢des sagitais
do fémur retirado de ratos velhos tratados com resveratrol (a direita) e sem tratamento (controle - & esquerda). Os
ratos tratados com resveratrol apresentaram maior percentagem de volume Gsseo, espessura cortical, nimero
trabecular e menor espagamento entre as trabéculas do que o grupo controle. Ndo foram observadas diferencas
significativas na espessura trabecular, na area da medula 6ssea e densidade de superficie 6ssea entre os grupos. Na
imagem a direita observa-se uma andlise histologica e histomorfométrica da massa 6ssea do fémur em ratos velhos
tratados com resveratrol (a esquerda) e ratos velhos sem tratamento (controle - a esquerda). Os ratos tratados com
resveratrol possuiram, significativamente, maior volume dsseo percentual do que o grupo de controlo. [148]

De acordo com ensaios in vitro, utilizando celulas de tecido 6sseo, 0 RSV
possui um papel importante na manutencdo do equilibrio entre os processos de
formacdo e degradacdo do osso. Este € capaz de estimular os osteoblastos a produzir
novas células dsseas através da activacao de factores de transcricdo especificos do 0sso
e inibe a actividade dos osteoclastos através da inibi¢do da translocacéo nuclear do NF-
kB de forma tempo- e concentragdo-dependente. [149]

A equipa de investigadores do Aarhus University Hospital (A.U.H.), na
Dinamarca, conduziu um ensaio clinico, em humanos com sindrome metabolico, em
tratamento com RSV. Este estudo é aleatério, duplo cego, controlado por placebo e
pretende avaliar os efeitos 6sseos produzidos através da administracdo oral de 1g ou
150mg de RSV ou placebo, durante 16 semanas. Neste estudo pesquisou-se alteracoes
nos marcadores de remodelacdo 6ssea, na densidade mineral 0ssea e na geometria 0ssea.
Da realizagdo deste estudo conclui-se que a dose mais elevada de RSV administrada
afecta positivamente o 0sso, primeiramente através da estimulacdo da formacg&o ou da
mineralizacdo 6ssea. Observou-se que a fosfatase alcalina do osso (BAP), um indicador
da actividade osteoblastica, aumentou de forma dose-dependente com o RSV, a
densidade mineral 6ssea volumétrica trabecular também aumentou de forma dose-
dependente, estando os niveis de BAP directamente relacionados com a densidade
mineral dssea volumétrica trabecular. Na densidade mineral 6ssea da anca ndo foram

observadas alteraces consistentes. Assim, estudos futuros, de maior dimensdo com
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populacdes em risco de desenvolvimento de osteoporose, serdo necessarios para

confirmar estes resultados. [150]

4.3. Envelhecimento Cutaneo

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, apresentando uma area de superficie
entre 1,5 - 2m?. E muito complexa, com multiplas estruturas e tipos celulares, sendo
essencialmente constituida por 3 camadas: epiderme, derme e hipoderme. Esta tem a
funcdo de: proteccdo, funcionando como uma barreira fisica e quimica,
termorregulacdo, queratogénese e fotoproteccdo. Além do mais, a pele possui fungdes
sensoriais e imunologicas. [151][152]

O envelhecimento cutaneo é causado por factores intrinsecos e extrinsecos. O
envelhecimento intrinseco é o envelhecimento cronolégico da pele associado as
caracteristicas genéticas de cada individuo, sem interferéncia de factores externos. O
envelhecimento extrinseco € causado pela exposicdo a factores externos ambientais
(radiacdo ultravioleta, poluicdo), sociais (alcool, fumo do tabaco, poucas horas de sono)
e relacionados com a dieta (pobre em anti-oxidantes). [152-154] Assim, as alteracdes
morfolodgicas resultantes do envelhecimento intrinseco séo distintas do extrinseco, como

se pode verificar na tabela 7.

Tabela 10 — AlteragGes cutaneas provocadas pelo envelhecimento intrinseco e extrinseco. [155]

Finas Profundas
Inalterada Afinada
Poucas Muitas
Pequena alteracdo no tamanho e Grande altera¢do no tamanho e
organizagdo organizacao
. da producéo e 1" da
Reorganizadas U GEE 6a0 ¢ T
degeneragéo
, . do nGimero e espessura: perda
J do niimero e afinamento v >SP P
capilar
Normal J do nimero e melanina
J, do nimero J do nimero: pele seca
Leve achatamento Acentuado achamento
Telangiectasias, equimoses,
Area reduzida infiltrado inflamatério
perivascular
Ceratose seborreica Ceratose seborreica
n.d. Ceratose actinica

Carcinoma basocelular e

n.d. .
espinocelular

Nota: n.d. - ndo definido
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Uma das hipoteses formuladas para explicar o envelhecimento intrinseco é o
facto de os queratindcitos possuirem um aumento da resisténcia a apoptose, fornecendo
tempo para que danos no ADN e proteinas se acumulem. Clinicamente, numa pele
afectada por factores cronologicos ha manutencdo do estrato corneo, porém a epiderme
torna-se mais fina com o achatamento da juncdo dermo-epidérmica. Na derme ocorre
uma diminuicdo consideravel da espessura e vascularizagdo, 0 nimero e capacidade de
biossintese dos fibroblastos torna-se mais reduzido, tornando-se a cicatrizacdo das
feridas mais lenta. Com o aumento da idade observa-se também uma diminuicdo da
capacidade de resposta dos fibroblastos e queratindcitos a factores de crescimento,
diminuindo a suas capacidades proliferativas. Ocorre uma diminuigdo da producdo de
vitamina D3 causada pela diminuicdo da producdo de 7-dehidrocolesterol na epiderme e
uma diminuicdo da resposta imune uma vez que as células de Langerhans
apresentadoras de antigénio possuem uma morfologia anormal e diminuem em namero.
As hormonas sexuais influenciam também o envelhecimento cuténeo, a sua diminuicdo
origina secura, rugas, atrofia epidérmica, degradacdo do colagénio e perda de
elasticidade. Relativamente a reducdo de lipidos na pele envelhecida, esta esta
relacionada com a diminuicdo dos niveis de estrogénio e testosterona, sendo mais
notavel em mulheres na menopausa. [156][155]

O fotoenvelhecimento cutdneo € causado pelas radiacdes UVA e UVB. As
radiacdes UVB, tal como as UVA, geram ERO, porém a sua principal accdo ¢ a inducéo
directa de danos no ADN, proteinas e lipidos. Ao actuarem sob o ADN, vao originar
dimeros de pirimidina que por sua vez originam lesdes cutaneas pré-malignas, podendo
mais tarde evoluir para lesdes malignas. Relativamente as radiacfes UVA, a exposi¢do
as mesmas desencadeia trés consequéncias relacionadas com o fotoenvelhecimento: o
aumento da degradacdo de colagénio, a diminuicdo da sua sintese e a indugdo de
mutacdes nas mitocondrias. No que respeita a degradacdo de colagénio, esta ocorre
quando hé a estimulacdo do factor de transcricdo AP-1 que por sua vez vai estimular a
transcricdo de genes das enzimas metaloproteinases de matriz (MMP) 1, 3 e 9. As
MMP-1 clivam os colagénios tipo | e Ill, preparando-0s para depois serem degradados
pelas MMP-3 e MMP-9. Também a activacao do factor de transcricdo NF-kB, estimula
a producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL6, IL8 e TNFa), atraindo neutrofilos e
colagenases a derme. Em relacdo a diminuicao da sintese de colagénio, a principal causa
esta relacionada com a diminui¢do da expressdo do gene do procolagénio tipo | e Il
provocada pela inducdo do factor de transcricdo AP-1 e pela diminui¢do do nimero de
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receptores do factor de crescimento B tipo II. E ainda de acrescentar que com o passar
dos anos o colagénio sofre alteragdes e que este colagénio alterado, por si sé, reduz
também a sintese de novo colagénio. [155][153]

4.3.1. Efeitos do Resveratrol no Envelhecimento Cuténeo

O RSV é uma molécula com potencial para ser utilizada na industria cosmética
em produtos anti-envelhecimento, tendo em conta as suas propriedades anti-oxidantes
(4 em cada 5 rugas sdo causadas pela oxidacdo), despigmentantes e activadoras das
sirtuinas.

O RSV é responsavel pelo downregulation de factores de transcri¢do
importantes envolvidos no fotoenvelhecimento (AP-1 e NF-kB) e pela supressdo da
expressao das MMP-1 e MMP-3 nos fibroblastos da derme, favorecendo a preservagéo
do colagénio da derme, aumentando o tempo de vida das células epidérmicas,
estimulando os fibroblastos da pele na producdo de colagénio e elastina e reforcando a
elasticidade da pele. Recentemente, surgiu um estudo in vitro que concluiu que o RSV
inibe também as MMP-2 e 9, induz a formacdo de colagénio tipo Il e a producdo de
proteoglicanos sulfatados, diminuindo a degradacdo da matriz extracelular e
consequentemente, contribuindo para a aparéncia de uma pele mais jovem e firme.
[137][157]

Além do mais o RSV é capaz de atenuar o fotoenvelhecimento. Foi
demonstrado que o RSV actua sobre os mecanismos de sinalizagéo celular relacionados
com o fotoenvelhecimento mediado pela radiacdo UV, incluindo as MAPK, o NF-xB e
as MMP. Em experiéncias com ratos sem pelo, SKH-1, o RSV foi aplicado topicamente
e observou-se que o mesmo é capaz de reduzir os efeitos induzidos pela radiacdo UV-B
incluindo a hiperplasia cutanea, formacdo de peroxido de hidrogénio, infiltracdo de
leucocitos e fosforilagdo da survinina. [158-160] O RSV diminui, ainda, 0s niveis de
ERO em queratindcitos HaCat expostos a radiacdo UV-A, de forma dose-dependente.
[9]

Em relacdo as propriedades anti-oxidantes, o RSV pode ser utilizado como
uma substancia cometologicamente activa com o objectivo de proteger as células do
envelhecimento cutdneo provocado pelo stress oxidativo e radiacdo. A producédo
excessiva de ERO origina a formacdo de rugas, flacidez e discromias pigmentares.
Assim, as aplicacdes topicas contendo anti-oxidantes tém como objectivo optimizar a

capacidade anti-oxidante da pele e limitar os danos provocados pelas ERO. [161] De
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acordo com um estudo publicado, 0 RSV possui 17 vezes mais capacidade anti-oxidante
que o anélogo sintético da coenzima Q10, a ibedenona (descrita como o anti-oxidante
topico mais forte). Neste estudo a capacidade anti-oxidante de um produto contendo 1%
de RSV foi comparada com a de outro contendo 1% de idebenona, sendo a sua
avaliacdo realizada através do teste de ORAC (Oxigen Radical Absorvance Capacity).
Com base nestes resultados pode-se concluir que o RSV possui beneficios ao ser
utilizado em peles agredidas pelo fumo do tabaco, poluicdo, radiagfes assim como
naquelas sujeitas a um elevado stress, com o objectivo de corrigir o desequilibrio
gerado pelo excesso de ERO ou pela diminuicdo das defesas anti-oxidantes, melhorando
0 aspecto cutaneo. [9][137]

A accdo brangqueadora é também uma mais-valia para a utilizacdo do RSV na
cosmética anti-envelhecimento dado que com o aumento da idade ocorrem alteracdes na
pigmentacdo cutanea, como os lentigos. Os agentes despigmentantes, frequentemente,
tém estruturas similares de base fendlica que conseguem inibir a actividade da
tirosinase. O RSV tem uma estrutura base fendlica e inumeros estudos in vitro
demonstram que inibe a sintese de melanina. Varios analogos do RSV, como o
oxiresveratrol, tém também demonstrado inibir a actividade da tirosinase. Além disso, 0
RSV ndo s6 suprime a produgdo de melanina como também a viabilidade e invaséo
celular de melanomas. No sentido de avaliar esta capacidade foram realizadas varias
experiéncias. No ensaio in vitro realizado por Park e Boo, varios extractos de plantas
foram avaliados quanto a sua capacidade branqueadora, sendo que o extracto de Vitis
Viniferae Caulis foi um dos que inibiu potentemente a actividade da enzima tirosinase.
Posteriormente isolou-se e identificou-se 0 composto presente no extracto, sendo este o
RSV. Neste estudo o RSV demonstrou ser um inibidor potente da actividade da
tirosinase humana (IC=0,39ug/mL) e da sintese de melanina pelos melandcitos
humanos em concentracdes sub-toxicas, apresentando potencial para ser utilizado como
agente branqueador. Na experiéncia de Lee et al., esta propriedade foi avaliada em
células de melanoma da linhagem B16F10 e em porquinhos-da-india. Através do ensaio
celular concluiu-se que a aplicacdo de RSV com hormona estimulante a-melandcito (o-
MSH), durante 48h, diminuiu significativamente a produgdo de melanina em 28.2+1.
Esta situagdo esta relacionada com os efeitos inibitérios do RSV na sintese de melanina
através da regulagdo de proteinas melanogénicas como a tirosinase, proteinas
relacionadas com a tirosinase 1 e 2 e via modulacao do factor de transcri¢ao associado a

microftalmia (um regulador transcricional chave na melanogénese). Nos porquinhos-da-
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india, para a inducdo de hiperpigmentacdo expds-se a pele dorsal & radiacio UV-B
durante 2 semanas. Posteriormente aplicou-se uma solucdo contendo 1% de RSV, todos
os dias, durante 14 dias, e observaram-se os resultados. Como resultado deste ensaio,
verificou-se que a aplicacao topica de RSV diminuiu a hiperpigmentacdo induzida pela
radiacdo UV-B, sendo o indice de pigmentacdo reduzido em 53.4+1.0 em comparacao
com o grupo de controlo. E de notar que esta diminuicio ndo ocorreu para niveis iguais
ao do grupo controlo. Este estudo é o primeiro a fornecer evidéncias que suportam o uso
do RSV como um agente despigmentante, podendo ainda apresentar potencial para ser
utilizado em estados cutaneos induzidos pela radiacdo UV como a hiperpigmentacao e

fotoenvelhecimento (Figura 7 e 8). [162]

‘rResveratrol

Figura 7 - Efeitos inibitorios do resveratrol na sintese de melanina da pele apds indugdo da pigmentacao
por radiagdo UV-B em porquinhos-da-India. [162]
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Figura 8 - Resultados obtidos através da mancha de Fontana-Masson para a melanina na pele dos
porquinhos-da-India. (A) UVB grupo de controlo negativo, (B) UVB grupo de controlo positivo (C) UVB grupo de
controlo positivo com aplicagdo de uma solugdo contendo 1% resveratrol. As setas indicam a melanina. [162]

Os fitoestrogénios estdo a ser largamente estudados como possiveis agonistas
dos receptores citoplasmaticos e de superficie membranar, do estrogénio, com o intuito
de abrandar o envelhecimento cutdneo sem causar 0s potenciais riscos associados a
utilizacdo do estrogenio. O estrogénio é conhecido por reforcar a capacidade de
retencdo de agua, aumentar o contetdo da pele em glucosaminoglicanos, manter a
elasticidade cutanea e contedo de colagénio, diminuindo a evidéncia de rugas. Deste
modo, tendo em conta as propriedades atribuidas ao estrogénio e o facto de o RSV ser
um fitoestrogénio, é entdo possivel que o RSV possua beneficios similares ndo s6 na
pele de mulheres p6s-menopausa como também em todas as peles em que se evidencia
algum envelhecimento cutaneo, contribuindo para uma pele mais hidratada e firme.
Porém dados especificos acerca deste efeito dos estilbenos fitoestrogénicos como o
RSV sdo poucos. [9][137]
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Por ultimo, os cientistas demonstraram que 0 RSV € capaz de neutralizar os
mecanismos desencadeados pela interaccdo entre os produtos finais da glicacdo
avancada (AGE) em celulas dendriticas. A glicacdo consiste no ataque por parte do
excesso de hidratos de carbono as proteinas, conduzindo a formagdo dos AGE. Na
derme, os hidratos de carbono em excesso fixam-se as fibras de colagénio e elastina,
enrijecendo as fibras dérmicas e conduzindo a perda de elasticidade e formacdo de
rugas. Assim, tendo em conta a descoberta feita pelos cientistas, 0 RSV poderé possuir
efeitos protectores contra estes efeitos da glicacdo na pele. [163]

E ainda de salientar, os resultados obtidos da realizacdo de um ensaio in vitro,
utilizando uma férmula de RSV patenteada. Através deste estudo observou-se um
aumento da densidade cutanea até em 53% mais, em apenas 3 dias. A activacdo de
sirtuinas foi também um parametro quantificado neste estudo, tendo-se verificado um
aumento de 556% na quantidade presente na epiderme. Testes clinicos demonstraram
uma diminuicdo de 31% na quantidade de rugas, ao final de 28 dias de aplicacéo (figura
9). [164]

On Epidermis: Redensify
* Epidermis thickness up to +53%
within 3 days'

Non treated az J0 Treated with Resveratrol at |3

On Dermis: Rebuilds

* Increases collagen and elastin

(thicker than green part)’
* Increases sirtuines |: +556% of sirtuines
Non treated at J0 Treated with Resveratrol at |3 surface in epidermis

On skin: Repairs wrinkles
* .31% wrinkles reduction in just 28 days’

10

Exvivo test reclized on skin extroct after 3 doys of UV irrodtion
¢ Chinicol tests recized on Vinexpert Rodiance Doy Creom, 28 days, |4 wolunteers

Figura 9 — Resultados de um estudo realizado, utilizando uma férmula de resveratrol patenteada. [164]
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5. Conclusao

A esperanca de vida tem vindo a aumentar ao longo dos anos. De acordo com o
relatorio mais recente das NagOes Unidas, esta tendéncia é global, sem precedentes na
historia da humanidade e estad a aumentar. O nimero de pessoas com 60 ou mais anos
espera-se que duplique entre 2000 e 2050, atingindo um pico de cerca de 2 bilides.
Porém a histdria por tras de tantos anos de vida, ndo se prende apenas com o namero de
anos que se vive, é também viver bem: de boa salide e com uma aparéncia jovem. O
desejo de envelhecer com boa aparéncia tem conduzido a inddstria da beleza a um
negdcio multibilionario.

A demanda dos consumidores pelas cirurgias estéticas e outras intervencdes
estéticas, assim como a preocupacdo com a saude nunca foram tao elevadas e continuam
a crescer exponencialmente, reflectindo o interesse de toda a populagdo mundial em
envelhecer de forma saudavel com aparéncia jovem. De acordo com estas exigéncias,
inimeros dispositivos médicos e intervengdes médicas tém surgido com o objectivo de
corresponder a estas exigéncias, sendo fundamental a utilizacdo de produtos cosméticos
e nutracéuticos para atenuar alguns dos efeitos do envelhecimento que ndo tém
conseguido ser alterados. E, entfo, aqui que surge o RSV como uma molécula anti-
envelhecimento. Esta molécula é muito promissora, tendo em conta todas as suas
propriedades e mecanismos de ac¢do, podendo ser utilizada tanto em formulagdes para
aplicacdo topica como em formulacBes sélidas. Os resultados observam-se ndo s6 ao
nivel do envelhecimento biolégico como também ao nivel do envelhecimento cutaneo,
actuando a nivel molecular e da expressao genética.

O seu uso em formulagcbes solidas anti-envelhecimento deve-se ao seu
potencial para na prevencdo de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e
esqueléticas. Desde o momento que se explicou o paradoxo francés, inimeros estudos
tém sido realizados e publicados acerca das suas propriedades cardioprotectoras. O RSV
poderd ser atil na proteccdo contra acidentes cardiovasculares, danos isquemicos
decorrentes do enfarte agudo do miocérdio, hipertensdo arterial, doenca isquémica
cardiaca e hipercolesterolemia. Este melhora ainda o desempenho cardiovascular
através das suas propriedades vasodilatadoras, anti-oxidantes e anti-inflamatdrias. Na
proteccdo contra doengas neuro-degenerativas, nomeadamente no tratamento e
prevencdo da doenca de Alzheimer por possuir propriedades anti-inflamatdrias, anti-

oxidantes e anti-miloidogénicas. Na terapia anti-envelhecimento esquelética, numa
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perspectiva preventiva e ndo curativa, sendo Util na manutencdo da salde Ossea e
prevencdo da perda de massa 6ssea. Resumindo, o RSV é uma molécula com elevado
potencial para ser utilizado em formulagdes sélidas que reivindiqguem a prevencdo de
doencas relacionadas com envelhecimento, actuando ndo sé a nivel celular como a nivel
molecular e genético.

O uso de RSV em formulagdes topicas anti-envelhecimento faz também todo o
sentido. De acordo com o0s estudos publicados este de protege a pele do
fotoenvelhecimento, reduz rugas, aumenta a hidratacdo, promove a elasticidade e
firmeza da pele, estimula os fibroblastos a produzir elastina e colagénio e diminui o
grau de pigmentacdo de manchas solares, actuando sobre a sintese e produgdo de
melanina. A sua propriedade anti-oxidante é uma das mais-valias poderosas da
aplicacdo cutanea de RSV ao auxiliar no combate as agressbes externas como a
poluicdo ou fumo de tabaco. Esta propriedade é bastante relevante tendo em conta que o
RSV é um anti-oxidante 17 vezes mais potente que a ibedenona.

Assim, o uso de aplicacBes tdpicas e a toma de suplementos alimentares
contendo RSV possuem beneficios complementares. Sendo que as formulacbes topicas
terdo uma accdo localizada ao contrario dos suplementos alimentares, onde a via de
administracdo serd oral, e os beneficios far-se-do sentir ndo s6 a nivel cutaneo como
também a nivel de outros sistemas, como o cardiovascular, neuroldgico e esquelético.

Em suma, a utilizacdo do RSV como uma molécula anti-envelhecimento podera
vir a tornar-se realidade num futuro proximo tendo em conta todas as propriedades
referidas. Porém a falta de ensaios clinicos a médio e longo prazo que validem os
resultados, in vitro e in vivo, e que proporcionem respostas efectivas € uma das lacunas
constatadas. Esta situacdo gera alguma inseguranca no que respeita ao uso do RSV pois
ao nao serem conhecidos ao certo quais os efeitos adversos que poderdo surgir e se as
propriedades reclamadas pelos ensaios serdo, realmente, as mesmas que em humanos, a
confianga dos consumidores em produtos contendo RSV podera ser reduzida assim
como a sua utilizagdo serd cuidadosa. A sua baixa biodisponibilidade oral é também
uma barreira que tem vindo a ser ultrapassada gragas a evolugdo da nanotecnologia.
Contudo serdo ainda necessarios mais estudos comparativos entre diferentes formas de
veiculacdo com o intuito de concluir qual a estratégia de veiculagdo mais adequada em
cada area onde o RSV podera ser empregue.

E ainda de acrescentar que estudos com analogos sintéticos do RSV tém vindo a
ser realizados com o0 objectivo de potenciar algumas das propriedades do RSV.
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Exemplos de areas onde anadlogos do RSV estdo a ser testados s@o a area da cosmética

despigmentante (oxiresveratrol), oncoldgica, anti-oxidante, entre outras.
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ANEXOS

Tabela 1- Quantidade de resveratrol presente nos diferentes vinhos

portugueses. (Paulo L., "Determinagdo dos Teores de Resveratrol em Vinhos Tintos com Denominagéo
de Origem Controlada Beira Interior e Avaliacdo das suas Propriedades Antimicrobianas,” Tese de

Doutoramento em Biomedicina, Universidade da Beira Interior, Covilha, pp. 12, 2011)

Concentragao média

Nimero
de Regido Castas Ano (ug/mL) n Referéncia
Amostras trans- cis-
resveratrol  resveratrol
. (PEREIRA, V.
4 Madeira blend ND 0,98 ND et al], 2010)
(RUDNITSKAY
14 Madeira blend ND 0,17 ND A A [etall],
2010)
Peninsula (BRAVO, M.N.
3 de Setibal  Pend 2004 0,10 ND [t al.], 2008)
. monovarietal (PAIXAD, N. [et
5 Madeira e blend 2004 19,60 ND al), 2008)
. ) (NAVE, F. [et
1 Alentejo monovarietal 2005 1,47 ND al], 2007)
) (RATOLA, N.
47 Alentejo blend 1999 0,69 ND et al.], 2004)
. _ (BAPTISTA,
36 12 Regiges Monovarietal 1993 2,01 0,43 J.AB. [etal],
blend 1998
2001)
monovarietal (LIMA, M.T.R.
39 ND blend ND 1,06 2,50 [et al], 1999)
(GU, X. [etal],
1 Paorto ND ND 2,26 0,60 1999)
(GOLDEBERG,
26 ND ND ND 1,64 ND D.M. [et al.],
1995¢)
ND- N&o Determinado
Endothelial Inflammation Ageing Dyslipidaemia
dysfunction & obesity .
e Hyperglycaemia
Oxidative \ / & insulin
stress resistance
¢ \ / i
N
R Atherosclerosis
AN
N
~ \y Coagulation
N\ -
Ischemia/reperfusion
sympathetic Remodeling
nerve caused by

other reasons

Cell survival &
cardiovascular
regeneration

Figura 1 — Alvos do resveratrol na prevencao de doencas cardiovasculares. (H.

Wang et al. “Resveratrol in cardiovascular disease: what is known from current research?”, Heart Fail

Rev., pp. 9260-9264, 2011.)
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Figura 2 — Efeitos cutaneos no envelhecimento intrinseco e extrinseco.
(Adaptado de: Naylor E., Watson R. e Sherratt M., "Molecular aspects of skin ageing,” Maturitas, vol. 69,
pp. 249- 256, 2011.)



