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Resumo

O envelhecimento representa um declinio das capacidades fisicas e mentais, e por
consequéncia, sociais, que culmina na deterioragao do organismo. Precisamente pela sua
importancia, torna-se necessario perceber o seu funcionamento e a sua natureza, e a forma
como pode afetar 6rgaos como € o caso especifico da pele.

Torna-se particularmente importante encontrar estratégias que impegam, ou pelo
menos retardem o envelhecimento cutaneo, e que visem reduzir o risco de cancro e outras
doengas associadas ao envelhecimento, mantendo as fungoes fisiologicas de barreira e
protecao da pele. Por isso, é importante identificar farmacos capazes de impedir ou retardar
o envelhecimento cutaneo, sendo necessario utilizar modelos in vitro de senescéncia em células
cutaneas, nomeadamente queratinocitos. Assim, a identificagao de condigoes experimentais
que permitam induzir senescéncia numa linha celular de queratinécitos humanos
espontaneamente imortalizados, que sejam aplicaveis ao screening de compostos hidrofilicos e
lipofilicos para identificagao de potencial atividade anti-envelhecimento cutianeo foi o nosso
foco de interesse.

Os objetivos deste trabalho centraram-se na avaliagao da influéncia de algumas
condigoes experimentais, homeadamente da concentragao do agente indutor, densidade
celular e da percentagem de soro fetal bovino (FBS) no meio de cultura celular na indugao de
senescéncia na linha de queratinocitos humanos espontaneamente imortalizados, HaCaT.

Para isso, foi usado o stress oxidativo, causado por tratamento das culturas celulares
com um agente oxidante, o H,O, para induzir a senescéncia celular. Como marcadores de
senescéncia, avaliou-se a proliferacao celular, a atividade da B-Galactosidase, a expressao de
p53 e de Lamina Bl, e a area e circularidade dos nicleos, bem como a eventual presenga de
focos de heterocromatina associados a senescéncia (SAHF).

Na fase inicial deste estudo, foi realizada a avaliagio do efeito de diferentes
concentracoes de H,0,, na atividade metabdlica celular em funcao da densidade celular, ao
fim de 48 horas, 72 horas ou ao fim de 7 dias. Os resultados desses ensaios levaram-nos a
selecionar duas densidades celulares, 0,5 e 0,25 x 10> células/mL, cultivadas na presenca de 0,5
ou |% FBS para prosseguir com a avaliagao do efeito na indugao de senescéncia celular.

Outra variavel testada, foi o efeito de adicoes multiplas de H,O, ao longo do periodo
de cultura, isto é o refor¢o do efeito do H,O, por adicao repetida de uma pequena
concentragao deste oxidante nos dias seguintes a primeira adi¢ao. Adicionalmente e dado que

a otimizagao de um modelo experimental de senescéncia de queratindcitos tem o objetivo de
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possibilitar a identificagao de farmacos capazes de impedir ou, pelo menos, retardar esse
processo, testou-se a influéncia do tratamento das células com H,O, na presenca de 0,1%
DMSO, o veiculo mais frequentemente usado para dissolver farmacos lipofilicos.

Os resultados obtidos nao permitiram identificar condigoes de cultura e tratamento
das células HaCaT em que se observasse indugao de senescéncia celular, uma vez que a maioria
dos marcadores avaliados nao apresentaram alteragoes significativas nas condigoes testadas.
O marcador de senescéncia que se observou de forma mais consistente, foi a diminuigao da
proliferacao celular em células tratadas inicialmente com [50 yM ou 250 pM H,0,.
Verificaram-se essencialmente os mesmos resultados independentemente da densidade
celular, da concentragao de FBS no meio de cultura e da concentracao de H,O, adicionada
como reforgo da inicial.

Verificou-se um aumento da proteina p53 em células tratadas com 100 uM e reforgos
de 20 yM H,0O,, nao tendo o efeito de outras concentragoes, embora se observe uma
tendéncia de aumento com as concentragoes menores, até 100 uM. Observou-se ainda um
aumento dos niveis de Lamina Bl nas células tratadas inicialmente com 50 yM H,0O, e reforcos
de 20 uM.

Em nenhuma das condigoes testadas se observou qualquer alteracao da morfologia
nuclear, incluindo a area e circularidade dos nucleos, e também nao se observou a presenca
de SAHF. Além disso, nas condigoes testadas, a morfologia, nUmero e intensidade da coloragao
das células com marcagio decorrente da atividade da SA-B-Gal foram idénticos aos das células
nao tratadas, o mesmo acontecendo nas células tratadas com veiculo (0,1% DMSO), na
auséncia e na presenga das varias concentragoes e reforgos de H,O, e independentemente da
densidade celular e da concentragao de FBS no meio de cultura.

Em suma, a indugao de senescéncia celular in vitro ou mimetizar o envelhecimento in
vitro € de elevada importancia, pela diminuta quantidade de modelos estabelecidos até a data
e dai a necessidade de estabelecer as condigoes experimentais que permitem induzir as
diferentes caracteristicas do envelhecimento. Os estudos realizados nao permitiram identificar
as melhores condigoes a usar num modelo de senescéncia celular, mas aproximaram-nos um

pouco mais.

Palavras-chave: Pele; Envelhecimento Cutaneo; Senescéncia Celular; Stress

Oxidativo; Queratinocitos.
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Abstract

Aging represents a decline in physical and mental capacities, and consequently social,
which culminates in the deterioration of the organism. Precisely because of its importance, it
is necessary to understand its functioning and nature, and how it can affect organs such as the
specific case of the skin.

It is particularly important to find strategies that prevent, or at least delay skin aging,
and that aim to reduce the risk of cancer and other diseases associated with aging, maintaining
the physiological barrier and protection functions of the skin. Therefore, it is important to
identify drugs capable of preventing or delaying skin aging, making it necessary to use in vitro
models of senescence in skin cells, namely keratinocytes. Thus, the identification of
experimental conditions that allow the induction of senescence in a spontaneously
immortalized human keratinocyte cell line, which are applicable to the screening of hydrophilic
and lipophilic compounds to identify potential anti-aging activity, was our focus of interest.

The objectives of this work focused on evaluating the influence of some experimental
conditions, namely the concentration of the inducing agent, cell density and the percentage of
fetal bovine serum (FBS) in the cell culture medium in the induction of senescence in the
spontaneously immortalized human keratinocyte line, HaCaT.

For this, oxidative stress, caused by treatment of cell cultures with an oxidizing agent,
H,O,, was used to induce cell senescence. As senescence markers, cell proliferation, -
Galactosidase activity, p53 and Lamin Bl expression, and the area and circularity of nuclei
were evaluated, as well as the possible presence of senescence-associated heterochromatin
foci (SAHF).

In the initial phase of this study, the effect of different concentrations of H,O, on cell
metabolic activity as a function of cell density was evaluated after 48 hours, 72 hours or after
7 days. The results of these assays led us to select two cell densities, 0.5 and 0.25 x 10°
cells/mL, cultured in the presence of 0.5 or 1% FBS, to proceed with the evaluation of the
effect on cell senescence induction.

Another variable tested was the effect of multiple additions of H,O, throughout the
culture period, that is, the reinforcement of the effect of H,O, by repeated addition of a small
concentration of this oxidant in the days following the first addition. Additionally, given that
the optimization of an experimental model of keratinocyte senescence aims to enable the

identification of drugs capable of preventing or at least delaying this process, the influence of
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treatment of cells with H,O, in the presence of 0.1% DMSO, the vehicle most frequently used
to dissolve lipophilic drugs.

The results obtained did not allow the identification of culture and treatment
conditions for HaCaT cells in which cell senescence induction was observed, since most of
the evaluated markers did not show significant changes in the conditions tested. The most
consistently observed marker of senescence was the decrease in cell proliferation in cells
initially treated with 150 pM or 250 yM H,0O,. Essentially the same results were verified
irrespective of cell density, FBS concentration in the culture medium and the concentration of
H,O, added as a booster to the initial one.

There was a increase in p53 protein in cells treated with 100 pM and 20 yM H,0,
boosters, not having the effect of other concentrations, although a trend of increase was
observed with lower concentrations, up to 100 pM. An increase in Lamin Bl levels was also
observed in cells initially treated with 50 yM H,0O, and 20 yM boosters.

In none of the conditions tested, any alteration in nuclear morphology was observed,
including the area and circularity of the nuclei, and the presence of SAHF was also not
observed. Furthermore, under the conditions tested, the morphology, number and intensity
of staining of cells with labelling due to SA-B-Gal activity were identical to those of untreated
cells, the same happening in cells treated with vehicle (0.1% DMSO), in the absence and
presence of the various concentrations and boosts of H,O, and independently of cell density
and FBS concentration in the culture medium.

In short, the induction of cell senescence in vitro or mimicking in vitro aging is of great
importance, due to the small number of models established to date and hence the need to
establish experimental conditions that allow inducing the different characteristics of aging. The
studies carried out did not allow us to identify the best conditions to use in a cell senescence

model, but they brought us a little closer.

Keywords: Skin; Skin aging; Cellular Senescence; Oxidative Stress; Keratinocytes.
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Capitulo I:
Introducao







|.Introducao Geral

O envelhecimento da populagao mundial € uma questao societal de grande relevancia
e os cuidados de saude que permitem atualmente verificar um aumento da esperanga média
de vida, levantam inUmeras questoes relacionadas com a importancia de se encontrarem
estratégias que possam melhorar a qualidade de vida enquanto se envelhece. Em Portugal, o
indice de longevidade, definido como a relagao entre a populagao mais idosa e a populagao
idosa, estima-se ser de 48,7% em 2020, um ndmero muito superior ao verificado em 1961, de
33,6% (PORDATA - Indicadores de envelhecimento).

O envelhecimento faz parte de nods, e com o avangar do tempo as marcas deste
processo degenerativo e lento sao mais visiveis, especialmente ao nivel da pele onde se verifica
um declinio mais evidente. Esta torna-se cada vez mais seca, vai perdendo firmeza, e o
aparecimento de rugas e algumas manchas é uma consequéncia direta (Zhang e Duan, 2018).

Encontrar solugoes que permitam o desenvolvimento de tratamentos associados ao
envelhecimento cutaneo sao um desafio constante, com varias frentes de investigagao que
procuram respostas, para a prevengao de doengas associadas a pele, como o cancro de pele.
A busca por uma aparéncia mais jovem, mais cuidada, e mais saudavel, que ofereca a populagao
um maior bem-estar, mas fundamentalmente uma maior e melhor qualidade de vida é
particularmente importante para a nossa existéncia individual e na sociedade.

A prevencao ou retardamento do envelhecimento cutaneo comega nos habitos que
adotamos, no uso de protegao solar, na cessagao tabagica e de consumo de alcool, mantendo
a pele o menos possivel sujeita a agressoes do exterior (Cao et al., 2020).

No entanto encontrar estratégias farmacologicas que permitam retardar ou prevenir
esse envelhecimento carece de uma pesquisa continua, de forma a suprimir necessidades

terapéuticas e preventivas que ainda nao estao resolvidas.



1.1. Pele

l.1.1. Funcdes e Estrutura da pele

A pele é o maior e mais flexivel 6rgio do corpo humano. E complexa, apresenta
elasticidade e resisténcia e encontra-se em continua renovagao pela sua capacidade de
autorregeneragao, no entanto, esta fungao pode ficar comprometida quando sujeita a lesoes
graves. E uma barreira primaria impermedvel que, no seu todo, confere protegio contra
agressoes exteriores, sejam estas ambientais, quimicas, fisicas ou microbioldgicas e que
apresenta também fungdes sensoriais, ao nivel metabdlico, imunitirio e também de
manutencao do equilibrio hidroeletrolitico e de sintese de vitamina D (Zouboulis e

Makrantonaki, 201 1).

A pele encontra-se segmentada por trés principais camadas, a epiderme, a derme e a
camada subcutanea ou hipoderme, representadas na Figura |, cada uma com fungoes

especificas.

I— Epiderme

Tecido Adiposo

L Derme
Musculo Liso

Foliculo Piloso
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Veia

Artéria N Hipoderme

Glandula Sudoripara
Tecido Adiposo

Figura | - Imagem representativa das camadas da pele e estruturas anexas
(adaptado de Seeley R, Stephens T, 2016).



I.I.1.1 Epiderme

A epiderme é uma camada membranosa e semitransparente, mais exterior, nao possui
vasos ou terminagoes nervosas e é composta por células epiteliais que sao altamente
especializadas, os queratindcitos, que representam cerca de 95% da massa celular da epiderme
(Johansen, 2017). Resultam da divisao e diferenciagio de uma camada basal de células
progenitoras que se dividem e se vao diferenciando em queratinocitos que a medida que mais
células se vao formando, vao subindo em diregao a superficie, sendo a camada mais superficial
da epiderme, uma camada constituida por células achatadas, mortas e sem nucleo, com o
citoplasma repleto de queratina - a camada cérnea. A sua principal fungao é manter a
integridade estrutural da epiderme, criando uma barreira com o exterior (Johansen, 2017;
Seeley R, Stephens T, 2016).

A epiderme ¢é constituida por diversas camadas, o estrato corneo, o estrato lucido, o
estrato granuloso, o estrato espinhoso (ou de Malpighi) e o estrato basal, sendo aquele que
se encontra mais a superficie, o estrato cérneo (Seeley R, Stephens T, 2016).

Além dos queratinocitos como células integrantes da epiderme, que representam 90%-
95% das células da pele, existem mais trés tipos de células, as Células de Langerhans, cerca de
2%, as Células de Merkel com a menor percentagem de cerca de 0,5% e os Melandcitos cerca
de 3% (Tobin, 2017). As células de Langerhans sao células dendriticas constituintes do sistema
imunitario e apresentadoras de antigénios, capazes de os captar e apresentar aos linfocitos T,
ativando-os, encontrando-se maioritariamente na camada espinhosa da epiderme. As células
de Merkel, sao mais do que um mecanorrecetor, interagindo com terminagoes nervosas,
tendo também um papel neuro-endocrino e que se encontram fixadas entre os queratindcitos
que estao dispostos na membrana basal (Bangert, Brunner e Stingl, 201 |; Eckhart, Tschachler
e Gruber, 2019). Os melandcitos produzem um pigmento escuro, a melanina, que origina a
cor da pele, do cabelo e dos olhos do ser humano, e que confere protecao contra a radiagao
UV (Seeley R, Stephens T, 2016; Steinman, 1991).

Na epiderme também se encontram os apéndices cutaneos, que sao estruturas anexas

da pele, como os pelos, as unhas e as glandulas sebaceas e sudoriparas (Thomas e Burkemper,

2013).



1.1.1.2. Derme

Depois da epiderme, encontra-se a derme, com cerca de 3-4mm de espessura
ricamente vascularizada constituida por tecido conjuntivo que inclui macroéfagos, fibras de
colagénio, elastina, adipocitos e também fibroblastos que conferem resisténcia e elasticidade
a pele formando uma densa matriz. Para além desta matriz extracelular, a derme é constituida
por vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos, glandulas sudoriparas e foliculos pilossebaceos
(compostos pelo foliculo piloso e por glandulas sebaceas) (Chambers e Vukmanovic-Stejic,
2020; Khavkin e Ellis, 201 I; Seeley R, Stephens T, 2016; Tobin, 2017).

A derme encontra-se dividida em duas camadas distintas, a camada papilar, mais a
superficie e a camada reticular, mais profunda, sendo esta considerada a principal camada de
derme (Seeley R, Stephens T, 2016). A camada reticular é constituida por tecido conjuntivo
rico em fibras de colagénio e de elastina, formando um tapete de fibras irregulares, resistentes
a distensao por muitas dire¢oes. Por outro lado, a camada papilar é constituida por tecido
conjuntivo frouxo que forma papilas dérmicas, isto &, evaginagoes que penetram na epiderme
(Seeley R, Stephens T, 2016).

A derme é também responsavel pela conexao da epiderme a hipoderme, pelo que as
fibras de colagénio garantem a resisténcia e suporte a pele, e as fibras de elastina, garantem a
elasticidade que necessitam para sustentar a ligagao. O colagénio, como uma das proteinas
mais abundantes do corpo humano é o principal componente estrutural da derme, sendo
produzido por elementos celulares do tecido conjuntivo, os fibroblastos. A medida que se
envelhece, ha um aumento das fibras de colagénio que se tornam menos soluveis e

desorganizadas, influenciando a sintese de colagénio, que por sua vez, diminui (Tobin, 2017).

I.1.1.3 Hipoderme ou Camada Subcutanea

A Hipoderme ou Camada Subcutanea confere isolamento térmico, funciona como
reserva energética, e € maioritariamente composta por tecido adiposo com fibras de colagénio
e elastina, nao sendo considerada parte integrante da pele. Funciona como um alicerce de
fixagao principalmente da derme, ligando-a aos tecidos subjacentes (Baroni et al., 2012; Seeley

R, Stephens T, 2016).



1.2. Envelhecimento Cutaneo

A pele é um dos 6rgaos onde o envelhecimento se torna mais evidente. Além de
alteragoes estéticas que contribuem significativamente para a alteragao da autoimagem,
podendo ter impacto a nivel psicologico, o envelhecimento cutaneo esta associado ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancro cutaneo, dificuldade na cicatrizagao de feridas e
perda da integridade como barreira protetora, além de muitas outras patologias (Chambers e

Vukmanovic-Stejic, 2020; Gronniger et al., 2010).

O envelhecimento cutaneo é um processo complexo progressivo e pode assim ser
induzido por fatores intrinsecos, influenciados maioritariamente por mecanismos genéticos e
hormonais. Também fatores extrinsecos ou ambientais, induzem o envelhecimento cutaneo,
nomeadamente radiagao solar, tabagismo, entre outros. Estes fatores encontram-se

representados na Figura 2 (Tobin, 2017; Zhang e Duan, 2018).

Poluigio

Privagio do
sono

Temperatura

Figura 2 - Influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos no envelhecimento
cutdaneo. A exposigao solar, tabagismo, temperatura ambiental elevada e poluicao, sao alguns dos
fatores extrinsecos, que juntos ou separados de fatores intrinsecos como, maus habitos alimentares,
stress e privagdo do sono potenciam o envelhecimento cutdneo (adaptado de Krutmann et al., 2017).



1.2.1. Envelhecimento Intrinseco

O Envelhecimento Intrinseco varia de pessoa para pessoa, ja que esta relacionado com
fatores genéticos, mas também metabodlicos acompanhados de alteragoes neuroendocrinas,
resultantes de um processo fisiolégico lento (envelhecimento) (Tobin, 2017). Com o avangar
da idade, este processo é impulsionado pelo encurtamento dos telomeros, stress oxidativo,
danos no DNA ou inflamagao (Tobin, 2017; Zhang e Duan, 2018).

De forma mais notéria pode ser observado, numa idade mais avangada, onde a pele se
apresenta com rugas de cariz mais profundo, com textura fragil e seca, e alguma palidez. A
espessura da jungao derme/epiderme sofre uma diminuigao acentuada, devido ao facto da
epiderme se tornar mais fina, ocorrendo menos trocas de nutrientes e uma menor capacidade
de proliferagao e renovagao de células basais (Tobin, 2017; Zhang e Duan, 2018; Zouboulis et

al, 2019).

1.2.2. Envelhecimento Extrinseco

O envelhecimento extrinseco ou envelhecimento acelerado por fatores ambientais,
como a designacao indica, € um processo resultante de varias condigoes que interligadas
aceleram o envelhecimento cutineo, como o tabagismo, os maus habitos alimentares, e
principalmente, com maior peso, a exposi¢ao prolongada a radiacao solar (Baumann, 2007;
Tobin, 2017).

As alteragoes mais visiveis ao nivel da pele induzidas pelos fatores extrinsecos
encontram-se no rosto, nas maos e também no pescoco, pois estio maioritariamente mais
sujeitos a estas agressoes (Makrantonaki e Zouboulis, 2008).

A radiagao ultravioleta solar em conjunto com a radiagao infravermelha e a radiagao
visivel potenciam o envelhecimento cutineo, designando-se este processo por
fotoenvelhecimento. As radiagoes solares apresentam espectros alargados, podendo ser
divididas em radiagoes ultravioleta de acordo com o seu comprimento de onda, como a UVA
(320-400nm), UVB (280-320nm) e UVC (200-280nm) (Gu et al, 2020; Tobin, 2017). As
radiagdes UVC nao atingem a crosta terrestre pois sao filtradas na estratosfera e sao
extremamente perigosas apresentando elevada capacidade mutagénica (Gu et al, 2020). As
radiagoes UVB atingem a crosta terrestre e sao bastante agressivas pois podem chegar a
interagir diretamente com o DNA, atingindo a epiderme de forma intensa, por ser a camada
da pele mais superficial, e por consequéncia a mais direta, encontrando-se estas radiagoes, na

génese de queimaduras solares e da grande maioria dos cancros cutaneos (Gu et al., 2020).



As radiagoes UVA tal como as UVB atingem a crosta terrestre, possuem uma elevada
permeabilidade e podem chegar até a hipoderme quando a exposigao a esta radiagao é muito

prolongada (Gu et al., 2020; Lim, Arellano-Mendoza e Stengel, 2017; Tobin, 2017).

1.3. Caracteristicas do Envelhecimento

A nivel celular e molecular, o envelhecimento caracteriza-se por algumas alteragoes
que se encontram inter-relacionadas, como a exaustao de células estaminais, a alteragao da
comunicagao intercelular, a instabilidade gendmica, a diminuicdo do comprimento dos
telobmeros e perda de capacidade proliferativa (erosao dos telomeros), as alteragoes
epigenéticas, a perda de proteostase, a desregulagcao nos processos de detegao de nutrientes,

a disfungao mitocondrial e a senescéncia celular (Lopez-Otin et al., 2013).

1.3.1. Exaustao de Células Estaminais

As células estaminais sao células que se reproduzem e diferenciam em varias outras
células que desempenham inimeras fungées no nosso organismo, no entanto a medida que se
envelhece a capacidade de se renovarem e transmitirem informagao genética, igual a da célula
mae, vai-se perdendo e diminui também a capacidade de regeneragao dos tecidos. A perda
das fungoes inerentes e também a diminuicio do seu nimero é caracterizada como um
processo de exaustao de células estaminais (Ren et al., 2017). Isto acontece devido a questoes
de natureza metabdlica, por serem mais expostas a danos e lesées, como danos no DNA e
alteragoes epigenéticas, como a perda de metilagao da lisina 9 na histona 3, atrito fisico de
teldbmeros e mudangas na estrutura da heterocromatina (Ren et al., 2017; Ruzankina e Brown,
2007; Zhang et al., 2015).

O aumento da expressio de genes supressores tumorais como o plé™ ¥

um
regulador do ciclo celular que inibe a sua progressao, e do gene p53, envolvido também na
regulacao do ciclo celular, reparagao do DNA, apoptose e envelhecimento, é potenciado pelos
danos causados nomeadamente ao nivel do DNA, que por consequéncia, pode tornar as
células estaminais senescentes, isto €, incapazes de proliferar e portanto de reparar os danos
tecidulares e de se auto-renovarem (Ren et al., 2017; Rufini et al., 2013).

A perda de funcionalidade destas células tem impacto no envelhecimento, em particular

no envelhecimento cutineo, nomeadamente na epiderme, diminuindo a capacidade de

renovagao do epitélio e de cicatrizagao de feridas (Velarde et al,, 2015).



1.3.2. Alteracao da Comunicacao Intercelular

Como uma das caracteristicas associadas ao envelhecimento, a alteracio da
comunicagao intercelular envolve mudangas quer de células endocrinas, quer de células
neuronais ou até neuroenddcrinas, que tende a desregular a sinalizagdo neuro-hormonal,
como por exemplo o sistema renina-angiotensina-aldosterona, o sistema adrenégico, e o
sistema da sinalizagao insulina/IGF| (Lopez-Otin et al., 2013).

Uma das alteragoes associadas a comunicagao intercelular, que acompanha o
envelhecimento, ¢é a inflamagao (Lopez-Otin et al, 2013). Este processo pode resultar de
diversas causas, como a indugao a partir de espécies reativas de oxigénio (ROS) que levam a
oxidagao dos lipidos que constituem a membrana plasmatica das células da epiderme, a
ativagao do fator de transcri¢ao “Fator Nuclear-kappa B” (NF-kB), a inibi¢ao da capacidade
autofagica, ou surgir pelo facto de as células senescentes secretarem citocinas pro-
inflamatorias como a IL- 1B ou a IL-6 (Gu et al., 2020; Kumari e Jat, 2021; Zhang e Duan, 2018).

A inflamagao esta também envolvida no desenvolvimento e progressao de doengas
cronicas como, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade, que contribuem e se correlacionam com
o envelhecimento (Lopez-Otin et al., 2013; Mendes, Cruz e Gualillo, 2018).

Também na pele a comunicagao intercelular desempenha um papel importante, visto
que os diversos tipos de células que compreendem este 6rgao, comunicam entre si, tornando-
a mais eficaz (Choi, Kil e Cho, 2020). Descobertas recentes, mostraram que a inflamagao
associada ao envelhecimento cutaneo inibe a fungao de células estaminais da epiderme, que
deixam de funcionar normalmente, e apresentam incapacidade de tolerar fatores de stress

(Doles et al., 2012; Lépez-Otin et al., 2013).

1.3.3. Erosao dos Telomeros

Os telomeros sao estruturas protetoras presentes nas extremidades dos
cromossomas, consistindo em sequéncias de cadeias duplas de DNA nao codificante, com a
sequéncia repetitiva TTAGGG, podendo conter até 15000 pares de bases (Axelrad, Budagov
e Atzmon, 2013; Victorelli e Passos, 2017). A sequéncia TTAGGG é sempre a mesma, no
entanto, o nimero de repetigoes, varia de individuo para individuo e até entre células do
mesmo individuo (Gomez et al., 2012).

Em cada divisao celular, a replicagao do DNA resulta na perda de alguns pares de bases
dos teldmeros que assim, vao ficando mais curtos (Victorelli e Passos, 2017). Quando o

tamanho dos teldbmeros atinge um limiar critico, a divisao celular cessa e ocorre a morte das



células, que explica a capacidade proliferativa limitada em algumas culturas celulares (Lopez-
Otin et al., 2013; Victorelli e Passos, 2017).

A telomerase é uma ribonucleoproteina composta por uma subunidade catalitica,
TERT, e também uma sequéncia de RNA que serve de modelo para a adicao de unidades
repetidas da sequéncia de nucledtidos TTAGGG, promovendo a compensacao da perda de
nucledtidos que ocorre ao longo de ciclos replicativos, mantendo o comprimento dos
telomeros constante (Campisi e D’Adda Di Fagagna, 2007; Gomez et al., 2012). Esta enzima
encontra-se ativa em células estaminais e também em células tumorais, no entanto a sua
expressao em células somaticas diferenciadas € muito baixa (Gorgoulis et al., 2019).

Em consequéncia da diminuicao da expressao e atividade da enzima, os teldmeros
comegam a encurtar de forma progressiva e cumulativa a medida que as células se dividem, e
biologicamente este encurtamento tem impacto subsequente no envelhecimento (Axelrad,
Budagov e Atzmon, 2013; Vera e Blasco, 2012). No entanto o papel que a telomerase tem no
envelhecimento da pele ainda nao se encontra bem esclarecido, com algumas evidéncias a
demonstrarem que a sua atividade se encontra aumentada na epiderme apos a exposigao a
radiacao ultravioleta ou a inflamagao, e que os telomeros encurtam na epiderme com o
envelhecimento (Buckingham e Klingelhutz, 201 1).

Telomeros que apresentam tamanho reduzido em humanos ou que apresentem algum
tipo de disfungao estio associados ao desenvolvimento de diversas patologias como a
disqueratose congénita, onde a manutengao do seu comprimento €& importante para a
homeostase da pele, e também a outras doengas como a de Alzheimer, cancro, anemia
aplastica, diabetes e doengas cardiovasculares, entre outras que podem em ultimo caso levar

a morte (Harley et al,, 201 I; Vera e Blasco, 2012).

1.3.4. Alteracoes Epigenéticas

As células e tecidos vao sofrendo diversas alteragoes ao longo da vida que contribuem
para o processo de envelhecimento. Entre essas, destacam-se as alteragoes epigenéticas que
incluem alteragoes nos padroes de metilagao do DNA, modificagoes pos-tradugao nas histonas
e a remodelacao da cromatina. A metilagio do DNA e a modificagao de histonas alteram a
disponibilidade do DNA para a ligagao de proteinas, interferindo no processo de transcrigao,
visto que a primeira ativa ou silencia os genes e a segunda ocorre devido a modificagoes pos-
tradugao, como metilagao ou fosforilagao (Fuks, 2005; Lopez-Otin et al,, 2013; Unnikrishnan

et al, 2019).



As células da pele apresentam diversas alteragoes epigenéticas relacionadas com a
idade e com a exposigao a diversos fatores ambientais. Varios estudos demonstraram que os
niveis de metilagao do DNA diminuem com a cultura de fibroblastos in vitro, o que sugere que
a hipometilagao do DNA evidenciada em literatura, possa ser um marcador molecular de
envelhecimento, e que alteragoes nos padroes de metilagaio do DNA, nomeadamente a
diminuicao da metilagao tem impacto sobre a epiderme (Bormann et al, 2016; Gronniger et

al., 2010; Lopez-Otin et al., 2013).

1.3.5. Disfuncao Mitocondrial

As mitocondrias s3ao organelos citoplasmaticos presentes em células eucariotas, onde
ocorrem processos de producao de energia necessaria as células na forma de adenosina
trifosfato (ATP) essenciais para as atividades metabdlicas e processos de respiragao
(Kudryavtseva et al., 2016; Peng et al., 2019; Seeley R, Stephens T, 2016).

A disfungao mitocondrial desempenha um papel importante no envelhecimento,
nomeadamente no envelhecimento da pele, que se caracteriza por mitocondrias danificadas,
niveis de ROS elevados, ou perda de DNA mitocondrial (ntDNA) (Sreedhar, Aguilera-Aguirre
e Singh, 2020). A perda de mtDNA ¢é uma das causas do surgimento de rugas, e de queda de
cabelo, que podem ser revertidas restaurando o conteido do mtDNA, como verificado em
estudos ja realizados (Singh et al., 2018).

A fungao mitocondrial é comprometida a medida que as células envelhecem, e a
respiracao celular e a geragao de ATP tende a diminuir, resultando em mitocondrias
disfuncionais ou elevada producao de ROS (Lopez-Otin et al., 2013). A produgao continua de
ROS acontece como um processo normal de fosforilagao oxidativa mitocondrial, no entanto
a sua producao exagerada desencadeada quer por estimulos externos (por exemplo, radiagao)
ou na mitocondria, onde a sua produgao é maior, pode causar danos no DNA mitocondrial
(Sreedhar, Aguilera-Aguirre e Singh, 2020).

Alteragoes na cadeia respiratoria por consequéncia, conduzem a producao de menos
energia, sendo que essa energia deixa de ser fornecida as células, que por sua vez leva a rutura
e degeneragao das mitocondrias, estando associada a potenciagdo de cancro e
envelhecimento, nomeadamente ao nivel da pele onde as mitocondrias desempenham um
importante papel na manutengao da sua homeostase, com impacto na diferenciagao da
epiderme (Sreedhar, Aguilera-Aguirre e Singh, 2020).

E na mitocondria que se verifica uma maior suscetibilidade a danos oxidativos, apesar

de esta conter defesas antioxidantes que permitem controlar o nivel de ROS, alguns eletroes



que fazem parte da cadeia transportadora de eletroes (ETC), podem escapar da cadeia e
danificam o DNA da mitocondria, comprometendo a sua estrutura e atividade (Chapman,

Fielder e Passos, 2019).

1.3.6. Perda de Proteostase

O envelhecimento esta também relacionado com a perda de proteostase (homeostase
de proteinas), que compromete a estabilidade e fungoes do proteoma (Labbadia e Morimoto,
2015). A proteostase tem por objetivo garantir o funcionamento das células, nomeadamente
por permitir a estabilizagao e enrolamento de proteinas, uma correta degradagao de proteinas
através do lisossoma ou proteassoma e também a autofagia (Liu-Bryan e Terkeltaub, 2015;
Lopez-Otin et al., 2013).

A autofagia caracteriza-se por um processo de autodigestao celular em que proteinas
ou organelos nao funcionais ou desnecessarios ao bom funcionamento das células sao
eliminados através da formagao de autofagossomas que se fundem com o lisossoma, onde o
seu conteudo é degradado (Eckhart, Tschachler e Gruber, 2019; Rubinsztein, Marifio e
Kroemer, 2011). A sua disfungao é um dos disturbios da proteostase que caracteriza o
envelhecimento cutineo, e que de acordo com estudos realizados, pode ser verificada em
células da pele como os fibroblastos, queratinécitos ou melandcitos. (Eckhart, Tschachler e
Gruber, 2019; Martic et al., 2020). A exposi¢ao continua a radiagao UVB em fibroblastos ou
melandticos é também, um dos estimulos que leva a alteragao da proteostase (Martic et al,
2020).

A perda ou alteragao da proteostase no processo de envelhecimento, influenciada por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, compromete a estabilidade das proteinas provocando
danos no seu estado de agregacao ou alteragoes conformacionais que tém um papel
preponderante no desenvolvimento das doencgas associadas ao envelhecimento como as

doengas de Alzheimer e de Parkinson (Lopez-Otin et al., 2013; Morimoto e Cuervo, 2014).

1.3.7. Alteracoes da Detecao de Nutrientes

A desregulagao na detecao de nutrientes promove o envelhecimento, seja qual for a
célula afetada. Este mecanismo acontece devido a alteragoes no metabolismo, como é o caso
da cascata de sinalizagao intracelular em resposta ao fator de crescimento semelhante a
insulina tipo | (IGF-1), que é produzido por diversos tipos de células, em resposta a hormona
de crescimento (GH), principalmente por hepatocitos (Lopez-Otin et al,, 2013; Zouboulis e

Makrantonaki, 2012).



A via de sinalizacao intracelular do IGF-1 apresenta recetores comuns com a via
induzida pela insulina, com a fungao de informar as células da presenga de glucose, sendo
conhecidas como via se sinalizagao Insulina/lGF-1 (Lopez-Otin et al., 201 3).

A via de sinalizagao Insulina/IGF-1 é descrita em alguns estudos, como a via de
sinalizagao mais bem conservada ao longo do processo de envelhecimento, sinaliza a partir da
via de sinalizagao iniciada pela PI3K (Fosfatidilinositol 3-Quinase), que ativa a via Akt (Proteina
Quinase B), e esta por sua vez ativa a via mTOR (Lopez-Otin et al., 2013; Papadopoli et al.,
2019).

No entanto, esta nao € a Unica via, com importancia para os sensores de nutrientes, €
possivel encontrar mais trés vias de sensores de nutrientes que sao alvo de estudo no
processo de envelhecimento, a detecao de altas concentragoes de aminoacidos pela via
mTOR, a via AMPK que deteta estados de baixa energia a partir da detecao de elevados niveis
de AMP, e a detegio de altos niveis de NAD" pelas sirtuinas (Lopez-Otin et al., 2013).

Como as alteragoes da detegao de nutrientes sao um mecanismo impulsionador do
envelhecimento, alguns autores defendem que a restrigao caldrica, ou a pratica de exercicio
fisico podera também prevenir ou retardar o envelhecimento (Lopez-Otin et al., 201 3).

Alteragoes no envelhecimento cutaneo, também se relacionam com a regulagao de
nutrientes, por exemplo, estudos realizados demonstraram que, o exercicio fisico controla a
expressao de IL-15, a partir da proteina AMPK ativada pelo musculo-esquelético, que é um
regulador central do organismo, e que a eliminacado de AMPK muscular causa alteragoes na
estrutura da pele (Crane et al,, 2015). A estimulagao da produgao de IL-15 como regulador da
funcao mitocondrial através de exercicio fisico, pela via AMPK mostrou ser eficaz para
retardar o envelhecimento cutianeo, e benéfica na cicatrizacao de feridas cutineas com a
estimulagao do metabolismo mitocondrial que melhora a resposta face a lesao (Crane et al,

2015).

1.3.8. Instabilidade Genémica

A acumulagao de danos sucessivos e lesdoes moleculares, sejam quimicas, fisicas ou
biolégicas promovem a instabilidade do genoma, contribuem para o desenvolvimento de
doengas, e também para o aceleramento do envelhecimento (Li e Vijg, 2012). Esta instabilidade
que advém de fatores endogenos ou exogenos, esta muito marcada pelas diversas alteragoes
ao DNA (DNA nuclear ou DNA mitocondrial (mtDNA)), rearranjos nos cromossomas,
ganhos e perdas cromossdmicas, ou encurtamento dos telédmeros (Lopez-Otin et al., 2013;

Vijg e Montagna, 2017).



Para combater as lesdes provocadas, mecanismos que visam a manutengao e
funcionalidade do DNA foram criados, com a finalidade de combater os danos provocados ao
DNA nuclear (Lopez-Otin et al.,, 2013). Estes mecanismos, conhecidos com mecanismos de
resposta ao dano no DNA (DDR), dividem-se em diversas vias que se encontram
interrelacionadas, e que se expressam pelo tipo de lesao provocada no DNA, com o objetivo

de detetar os danos e repara-los (Lord e Ashworth, 2012).

1.3.9. Senescéncia Celular

A senescéncia celular é definida como uma interrupgao do ciclo celular de forma
permanente desencadeada em células normais, impedindo-as de proliferarem, em resposta a
estimulos intrinsecos e extrinsecos (Kumari e Jat, 2021; Lopez-Otin et al., 2013).

Foi descrita inicialmente como a linha finita de capacidade replicativa de fibroblastos
humanos cultivados que se encontravam em divisao e pararam de proliferar, a qual atualmente
se designa de senescéncia replicativa (Hayflick e Moorhead, 1961).

Quando se observa senescéncia a probabilidade de se observar envelhecimento é
muito grande no entanto, a senescéncia nao ocorre apenas no envelhecimento. Recentemente,
foi demonstrado que esta tem um papel importante do desenvolvimento embriondrio, na
cicatrizagao de feridas e na reparagao de tecidos (Chapman, Fielder e Passos, 2019).

A senescéncia celular é maioritariamente induzida por fatores que induzem stress
oxidativo, inflamagao, disfungao mitocondrial, danos no DNA, e ativagao inadequada de
oncogenes (Fitsiou et al., 2021; Kumari e Jat, 2021). As células senescentes exibem uma
capacidade hipersecretora, num processo denominado fendtipo secretor associado a
senescéncia, SASP, que inclui a secregao de varias interleucinas (IL-1a, IL-6), quimiocinas (IL-
8 e CXCLI), fatores de crescimento (bFGF e HGF) e proteases (MMP-1,-3 e -13) (He e
Sharpless, 2017; Kumari e Jat, 2021). O SASP é particularmente importante pois, desempenha
um papel protetor, ativando respostas imunologicas que eliminam células senescentes de
tumores e tecidos normais, no entanto, também promove inflamagao e disfungao dos tecidos,
por exemplo, por agdo das proteases e das citocinas (Gorgoulis et al., 2019; Zhu et al., 2020).

A indugao de senescéncia celular depende de varios fatores, como a ativagao de vias
supressoras tumorais, como a via p|6™“*/proteina de retinoblastoma (Rb) e/ou p53/p2l, e a
ativagdo de vias de sinalizagio com a via p38*™™ e NF-kB (He e Sharpless, 2017; Lebrasseur,
Tchkonia e Kirkland, 2015). Com a ativagao das vias supressoras tumorais, a proliferagao

celular ¢ inibida, sendo que isto acontece pelo aumento da expressao de pl6, Rb, p53 ou p21



que impede a proliferagao, pois as células deixam de conseguir dividir-se (He e Sharpless,
2017; Rufini et al., 2013).

Ao acumularem-se na pele, as células senescentes contribuem para diversas alteragoes
cutaneas, entre elas o processo de envelhecimento, impedindo o normal funcionamento de
regeneragao da pele (Campisi, 1998; Wang e Dreesen, 2018).

Na Figura 3, encontram-se representada a diferenca de expressao de alguns

marcadores de senescéncia entre células jovens e envelhecidas.
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Figura 3 — Marcadores de senescéncia celular na pele jovem e na pele envelhecida.
Representagao de alguns marcadores de senescéncia celular presentes em células jovens e em células
envelhecidas, evidenciando a morfologia celular, o aumento da atividade da PB-galactosidase associada a
senescéncia, a expressiao positiva de plé, a expressio diminuida de Lamina BI, a translocagiao de
HMGB, para o citoplasma e espago extracelular e a secrecao de citocinas inflamatérias e
metaloproteinases pelo SASP (adaptado de Wang e Dreesen, 2018).

A senescéncia pode ser induzida por fatores intrinsecos desencadeados por um vasto
numero de divisoes das células que originam o encurtamento dos telomeros, definida como
senescéncia replicativa, ou induzida por fatores extrinsecos quando exposta a agentes
oxidantes (senescéncia celular induzida por stress), ativagao de oncogenes (senescéncia celular
induzida por oncogenes), danos no DNA (senescéncia celular induzida por danos no DNA)

ou disfun¢ao das mitocondrias (senescéncia celular induzida por disfungao mitocondrial).
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1.3.9.1 Tipos de Senescéncia Celular

1.3.9.1.1 Senescéncia Replicativa

A senescéncia replicativa inicialmente descrita por Leonard Hayflick e Paul Sidney
Moorhead, é caracterizada pela perda irreversivel da capacidade de proliferagao das células e
depende de diversas condicionantes como a idade e o tipo de células (Campisi, 1996; Hayflick
e Moorhead, 1961).

A medida que se vio reproduzindo, as células perdem a capacidade de se multiplicarem,
a qual esta também associada um encurtamento dos telomeros (Sharpless e Sherr, 2015;
Vargas et al., 2012). A senescéncia replicativa pode ser observada em células da pele como

queratindcitos e fibroblastos (Despres et al., 2019; Rheinwald et al., 2002).

1.3.9.1.2 Senescéncia Celular induzida por Stress

O mecanismo de stress oxidativo, € desencadeado por diversos fatores extrinsecos
como a radiagao ionizante ou ultravioleta, reagoes quimicas ou por fatores intrinsecos, como,
espécies reativas de oxigénio (ROS) ou a disfungao mitocondrial, que levam a indugao de
senescéncia (Hernandez-Segura, Nehme e Demaria, 2018; Kourtis e Tavernarakis, 201 1).

A relacao entre o stress oxidativo e a senescéncia celular foi estabelecida inicialmente
a partir do uso de antioxidantes como forma de tratamento, atrasando ou prevenindo a
senescéncia (Munoz-Espin e Serrano, 2014).

Se os niveis de ROS aumentarem de forma significativa, a capacidade antioxidante
diminui, isto acontece, como consequéncia dos diferentes tipos de stress, como danos no
DNA, ativagao de oncogenes ou perda de fungoes dos telomeros. Este aumento, induzido pela
cascata RAS — RAF — MEK — ERK ativa a via p38 AMPK, levando a um aumento da atividade
transcricional de p53 e regulagao positiva de p2| (Munoz-Espin e Serrano, 2014).

Mecanismos que potenciam a formagao de ROS encontram-se na Figura 4.
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Figura 4 — Mecanismos de formacdao de ROS que potenciam o aparecimento de
doencas associadas ao envelhecimento. Fatores Intrinsecos ou Extrinsecos desencadeiam a
producao de ROS, que por sua vez, induzem a senescéncia celular como resposta a danos no DNA. A
disfungao mitocondrial e o encurtamento dos telédmeros sao resultado dos fatores que induzem a
producao de ROS, e que por consequéncia aumentam a senescéncia celular. A senescéncia celular,
desencadeia a expressao de mediadores SASP, que por sua vez induzem a produgao de ROS, levando
a que este processo se torne um ciclo e leve ao aparecimento de doengas associadas ao
envelhecimento (adaptado de Pole, Dimri e P. Dimri, 2016).

1.3.9.1.3 Senescéncia Celular induzida por Oncogenes

A senescéncia induzida por oncogenes (OIS) é uma resposta celular que limita a
replicagao, em células que expressam oncogenes (Zhu et al., 2020).

Oncogenes sao genes capazes de provocar a transformagao neoplasica de células por
induzirem a sua proliferacao, dando lugar a tumores. Sao a forma mutada dos proto-
oncogenes, cuja passagem a oncogenes, por mutagao, translocagao cromossémica ou
transdugao viral, determina com caracter dominante uma desregulagao celular de caracter
proliferativo (Seeley R, Stephens T, 2016).

A senescéncia induzida por oncogenes (OIS) envolve a ativagao de vias de sinalizagao
como Ras, BRAF, Akt, mTOR, p38MAPK e vias de resposta ao dano, desencadeados pelos
genes supressores tumorais p53 e RB (Liu, Ding e Meng, 2018; Yaswen e Campisi, 2007).
Estudos realizados, mostraram que os niveis de expressao de oncogenes sao importantes para
a indugao de OIS, com a evidéncia de que a super-expressao, por exemplo de Ras, induzia a

senescéncia (Liu, Ding e Meng, 2018). Foi também demonstrado que a acumulagao de genes
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supressores de tumores, p53 e RB, sao dois dos principais reguladores intrinsecos de OIS, e
que p38AMPK, bem como PI3K/Akt/mTOR mediam as respostas de OIS (Liu, Ding e Meng,
2018).

1.3.9.1.4 Disfuncao Mitocondrial associada a senescéncia

Recentemente, foi demonstrado que mitocondrias disfuncionais, podem induzir
senescéncia celular em células que se encontrem em cultura ou in vivo, no entanto, ainda pouco
se conhece sobre os mecanismos que levam a indugao de senescéncia (Wiley et al., 2016).

As mitocdndrias oxidam NADH em NAD?, mas se estas se encontrarem num estado
disfuncional podem diminuir a razio NAD'/NADH. Assim, perturbagdes observadas nas
mitocondrias podem causar um fenotipo de senescéncia, MiDAS (senescéncia associada a
disfungdo mitocondrial), potenciado por uma diminuicio de NAD*/NADH (Wiley et al., 2016).

Outro exemplo de disfungao mitocondrial que foi demonstrado, foi a ativagao da
proteina quinase ativada por 5’AMP (AMPK), um importante sensor bioenergético, que por
sua vez ativa a expressao de p53 durante a disfungao mitocondrial, e que pode levar a indugao

de senescéncia (Gallage e Gil, 2016; Wiley et al., 2016).

1.3.9.2 Marcadores de Senescéncia Celular

Varias caracteristicas verificadas em células senescentes permitem a sua identificagao
e sao, por isso, usadas como marcadores de senescéncia, como a diminuigao da proteina Ki-
67, um marcador de proliferagao celular, alteragées do niveis de Lamina Bl, o aumento da
expressao de genes supressores tumorais p53, pl6 e p21, observagao de alteragoes na forma
e volume do nucleo, a atividade da enzima lisossomal B-galactosidase associada a senescéncia
(SA-B-Gal), a expressao de metaloproteinases da matriz (MMPs), e citocinas pro-inflamatorias
como a IL-6, IL-8 e IL-10 (Gonzalez-Gualda et al., 202|; Hernandez-Segura, Nehme e Demaria,
2018; Soto-Gamez e Demaria, 2017; Wang e Dreesen, 2018).

A PB-Galactosidase é uma enzima lisossomal que hidrolisa P-galactosideos em
monossacarideos e cujo pH 6timo é aproximadamente 4. Em células senescentes, a expressao
e atividade desta enzima aumentam significativamente, sendo possivel diferenciar células
senescentes de células normais através da hidrolise de substratos cromogénicos a pH nao
otimo, geralmente em condigoes de pH=6. A atividade da SA-B-Gal é o biomarcador mais
amplamente utilizado na identificagao de células senescentes ex vivo e in vitro (Fuhrmann-

Stroissnigg et al., 2019; Gonzalez-Gualda et al., 2021; Itahana, Itahana e Dimri, 2013). O corante



fluorescente Hoechst 33342 reage com o DNA e permite a contagem do numero de células,

e a visualizagao da morfologia nuclear por microscopia.

As respostas aos danos no DNA, stress oxidativo, e outros indutores de senescéncia
celular, sao caracterizadas pelo aumento da atividade da SA-B-Gal, fatores SASP, como
citocinas proé-inflamatérias, pela formagao de focos de heterocromatina associadas a
senescéncia (SAHF), a expressao de supressores tumorais p16, p53 ou p21, e outros, que se

encontram representados na Figura 5.
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Figura 5 — Proliferacdo e senescéncia celular causada por indutores de senescéncia
celular em fibroblastos. Representacao de fibroblastos que se encontram em proliferacao e em
estado de senescéncia. Danos no DNA, stress oxidativo, perda ou encurtamento dos telémeros siao
alguns dos indutores de senescéncia que potenciam o aumento da atividade de [B-galactosidase
associada a senescéncia (SA-B-gal), do fenétipo secretor associado a senescéncia (SASP), de focos de
heterocromatina associados a senescéncia (SAHF), respostas a danos provocados no DNA e
supressores tumorais (adaptado de Noren Hooten e Evans, 2017).

|.4. Stress Oxidativo

O stress oxidativo é definido como um desequilibrio entre a formagao excessiva de
oxidantes (pro-oxidantes), e a degradagao de radicais como espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou azoto, por antioxidantes (Kristien et al., 2019).

E uma das principais causas de envelhecimento do organismo, com elevado impacto na
sallde do ser humano, por alteragoes da homeostase das células e tecidos, que se perdem
quando deixa de haver equilibrio entre a produgao e a degradagio de ROS por exemplo

(Kristien et al., 2019).
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Este mecanismo é um importante indutor do supressor tumoral p53, induzido por
espécies reativas de oxigénio (ROS) que incluem radicais livres, como superéxido (O,") e
radicais hidroxilo (HO’) e moléculas nao polares como o peroxido de hidrogénio (H,O,) e
espécies reativas de azoto (RNS), com consequentes danos nas moléculas como nos lipidos,
DNA e proteinas. Quando os niveis de oxigénio ativo e de ROS sao demasiado altos, a indugao
de mecanismos de envelhecimento é acelerada, aumentando a susceptibilidade para o
surgimento de doengas associadas ao envelhecimento (Chen et al., 2017).

A exposicao a agentes de poluicao, radiagao UV (UVA e UVB), raios X e raios gama,
promove a produgao de ROS, que ativam fatores de transcrigao como a proteina ativadora |
(AP-1) e o NF-xB, potenciando o aumento dos niveis de MMPs, nomeadamente MMPI, 3 e 9
em fibroblastos e queratinécitos (Rinnerthaler et al.,, 2015).

O stress oxidativo esta também ligado a diversas doengas, como a diabetes, doencas
neurodegenerativas, doengas renais, DPOC, cancro e outras (Eeden e Sin, 2013; Kristien et

al,, 2019; Rinnerthaler et al., 2015).

1.4.1. Papel do Stress Oxidativo no Envelhecimento Cutaneo

O stress oxidativo desempenha um papel importante no envelhecimento cutaneo,
associado ao aparecimento de rugas mais expressivas, resultantes das alteragoes nas fungoes
de genes e proteinas da derme, como o colagénio e elastina, afetando a homeostasia da pele
(Lephart, 2016). No entanto, apesar de ser potenciado por fatores externos associados ao
envelhecimento extrinseco, também o envelhecimento intrinseco de uma forma inevitavel
através da produgao de ROS via metabolismo oxidativo, acelera o envelhecimento da pele.
Quando se encontra exposta a fatores como a exposi¢ao a radiagao ultravioleta, a produgao
de ROS aumenta de forma consideravel (Kammeyer e Luiten, 2015).

A producao de ROS provoca a ativagao de fatores de transcrigao como AP-| que
suprime os recetores TGFj, e estes por sua vez, bloqueiam a sintese de pro-colagénio que,
diminuem os niveis de colagénio na derme (Lephart, 2016). Com a ativagao de AP-1, a
expressao das MMPs (MMP-1 (colagenase); MMP-3 (estromelesina-1) e MMP-9 (gelatinase B))
€ induzida, degradando o colagénio e as fibras de elastina (Lephart, 2016). Ocorre também a
ativagao do NF-kB que medeia a expressao de citocinas e interleucinas, que, por sua vez,
estimulam a producao de mais ROS, num ciclo de feedback positivo que conduz ao
estabelecimento de um estado de inflamagao cronica de baixo grau, caracteristico do

envelhecimento e doencgas associadas, como se representa esquematicamente na figura 6

(Lephart, 2016).
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Com o decorrer destes processos, a matriz extracelular dérmica é degradada,

acelerando o aparecimento de rugas e outras marcas de envelhecimento cutaneo (Zhang e

Duan, 2018).
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Figura 6 — Mecanismos de envelhecimento intrinseco e extrinseco com impacto
no stress oxidativo. Mecanismos que potenciam o mecanismo de stress oxidativo e que
desencadeiam o aparecimento de rugas e pele danificada, com alteragio de proteinas estruturais
dérmicas como o colagénio e a elastina, a partir de mecanismos de envelhecimento intrinseco e
extrinseco. Fatores como NF-kB e a AP-| sao ativados, e TGFB é suprimido (adaptado de Lephart,
2016).

1.5. Estratégias para retardar o envelhecimento cutaneo

O envelhecimento cutaneo e os mecanismos moleculares que lhe estio associados
carecem ainda de investigagao que possibilite o desenvolvimento de novas estratégias
farmacolodgicas e nao farmacologicas que possam retarda-lo (Zouboulis et al., 2019).

Atualmente existem algumas estratégias que podem ser adotadas para prevenir ou
retardar o envelhecimento cutaneo, desde as menos invasivas, até as mais invasivas como as
cirurgias estéticas. Agentes farmacologicos também tém sido estratégias bastante recorrentes,
na composicao de cremes anti-envelhecimento, os conhecidos cremes “anti-rugas”, dos quais
fazem parte os antioxidantes como vitaminas ou polifendis, e reguladores celulares como
retindis, e alguns fatores de crescimento (GF) que influenciam a produgao de colagénio

(Ganceviciene et al., 2012). Também procedimentos invasivos, como as cirurgias estéticas sao
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das estratégias mais procuradas nos dias de hoje, e tém evoluido constantemente na procura
de novas técnicas e aperfeicoamento de tratamentos anti-envelhecimento (Ganceviciene et al.,
2012; Urdiales-Galvez et al., 2019).

Na Tabela I, encontra-se um conjunto de estratégias que estao disponiveis na

prevencao de envelhecimento cutineo e que podemos facilmente encontrar.

Tabela | - Algumas estratégias atualmente disponiveis para prevenciao ou
retardamento de envelhecimento cutaneo (Ganceviciene et al,, 2012; Ramos-e-Silva et

al, 2013; Zhang e Duan, 2018; Zouboulis et al., 2019).

Fotoprotegao associada ao uso de protetores solares

~ L. Tratamentos por equipamentos nao invasivos (laser
Formulacoes Cosméticas por equip ( )

Fitocosméticos

Cremes Hidratantes

Vitamina C, E e B3

Licopeno

Coenzima Q10

Agentes Topicos Antioxidantes

Retindides (Vitamina A)

Agentes Sistémicos Terapias de Substituicaio Hormonal

Terapia com células estaminais

Evitar o fumo de tabaco

. . Habitos Alimentares Saudaveis
Medicina Preventiva

Uso de plantas como fonte natural de antioxidantes

Evitar a exposicao a radiagao solar

Injecio de Acido Hialurénico

Tratamentos com equipamentos invasivos (laser
ablativo e nao-ablativo)

Cirurgias estéticas
Correcao de rugas

Radiofrequéncia

Aumento de pele e contornos

Apesar de existirem diversas estratégias para retardar o envelhecimento, a sua eficacia
é bastante limitada, pelo que continua a existir a necessidade de se continuar a investigar para
se compreenderem melhor os mecanismos envolvidos, e se desenvolverem novas estratégias
que demonstrem ser mais eficazes.
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2. Objetivos

As alteragoes associadas ao envelhecimento, nomeadamente ao nivel da pele, tém sido
amplamente estudadas, com a descoberta e pesquisa de mecanismos moleculares que
contribuem para estas alteragoes, no entanto, apesar do que ja foi descoberto, ainda ha muitas
questoes por serem esclarecidas, pelo que se torna fundamental continuar a investiga-los
(Zhang e Duan, 2018).

O desenvolvimento de novas estratégias capazes de impedir ou pelo menos retardar
o envelhecimento cutaneo requer a disponibilidade de modelos in vitro e in vivo que permitam
testar essas estratégias. Assim, o primeiro objetivo deste trabalho foi o estabelecimento de
um modelo celular de senescéncia celular que permita avaliar a eficacia de novos farmacos,
tanto hidrofilicos como lipofilicos. Para isso, utilizdimos uma linha celular de queratindcitos
humanos, a linha HaCaT, e o peroxido de hidrogénio (H,O,) como agente oxidante indutor
de senescéncia celular e testamos a influéncia de diferentes parametros (densidade celular,
tempo total em cultura, percentagem de soro fetal bovino no meio de cultura, concentragao
do agente oxidante e frequéncia de adigao desse agente as culturas celulares) na indugao desse
processo. Como marcadores de senescéncia celular, avalidmos a proliferagao celular, os niveis
citoplasmaticos de p53 e Lamina B, a atividade da SA-B-Gal, a area e circularidade dos

nucleos, bem como a eventual presenca de focos de heterocromatina associados a senescéncia

(SAHF).
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3.1. Manutencao e Tratamento da Cultura Celular

A linha celular de queratinécitos humanos, HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493),
obtidos de pele histologicamente normal e espontaneamente imortalizados, foi cultivada em
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - 31600-083, GIBCO), suplementado com
Bicarbonato de Sédio (S5761 - Sigma-Aldrich®) e D-(+)-Glucose (S6152 - Sigma-Aldrich®) com
10% de Soro Fetal Bovino (FBS ; Gibco), inativado a 56°C durante 30 minutos e 1% de
antibiético Penicilina e Estreptomicina (GTCO5.0100 - Grisp), mantida a 37°C numa
incubadora com atmosfera humidificada com 5% CO,. Ao atingirem uma confluéncia de 70%
a 80%, as células foram destacadas com Tripsina 0,05%/EDTA 0,025%, centrifugadas durante
5 minutos a 200G, ressuspendidas em meio de cultura fresco e subcultivadas com razées de
passagem 1:4, I:5 ou I:10.

Cerca de 20 horas ap6s o seu plagueamento em meio de cultura com 5% FBS e antes
da adicao do agente oxidante, as células foram sincronizadas por adi¢ao de 50% FBS, durante
2 horas. Ao fim desse tempo, o meio de cultura foi substituido por novo meio com 1% ou
0,5% FBS e adicionaram-se as concentragdes de H,O, indicadas nas figuras, tendo-se
procedido a adi¢oes de reforgo (10, 20 ou 40 pM) do 2° ao 4° dias de cultura, mantendo-se
nestas condigoes até ao fim da experiéncia, num total de 7 dias.

Para avaliagdo de senescéncia celular/proliferativa, as células HaCaT foram cultivadas
em diferentes densidades, durante 24 horas ou 7 dias e expostas a diferentes concentragoes
de FBS e de um estimulo oxidativo, H,O, (H1009, Sigma-AIdrich®), numa adi¢ao Unica ou
repetida, tal como indicado nas legendas das figuras. Para avaliar a adequagao do modelo a
avaliagao da eficacia de farmacos de natureza lipofilica, as mesmas condi¢oes foram também
testadas em células tratadas com 0,1% DMSO (v/v) (Sigma-Aldrich®), o veiculo mais

frequentemente usado para dissolver esse tipo de compostos.

3.2. Avaliagcao da atividade metabdlica celular como indicador de

proliferacao

Para avaliar o efeito do agente oxidante na capacidade proliferativa das células HaCaT,
utilizamos o ensaio de reducio da resazurina. Neste ensaio, as células viaveis e
metabolicamente ativas incorporam resazurina, um indicador redox permeavel, e reduzem
este composto a resorufina, de cor rosa intensa e fluorescente. Assim, tanto a absorvancia a
570 nm como a fluorescéncia emitida sao diretamente proporcionais ao nimero de células
metabolicamente ativas, sendo por isso, usados tanto como indicadores de viabilidade como

de proliferagao celular (O’Brien et al, 2000). O significado do resultado depende
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essencialmente das condigoes em que o ensaio € realizado. Assim e para refletir a maior ou
menor proliferacao das células HaCaT, avaliamos a absorvancia do meio de cultura de células
cultivadas durante cerca de 24 horas, ou seja, o tempo decorrido entre a colocagao das células
nas placas de cultura e a adigao do agente oxidante ou do veiculo. Nestas condigoes, o
resultado obtido reflete o numero de células viaveis em cultura imediatamente antes de
qualquer tratamento, de modo que qualquer aumento posterior devera resultar do aumento
do numero de células e consequentemente refletir proliferacao celular, ao passo que qualquer
diminuicao devera representar a reducao desse numero e, portanto, a ocorréncia de morte
celular.

Para a realizagio do ensaio, no fim do periodo de cultura (24 horas apds o
plagueamento e 7 dias apos adigao de H,O, ou de veiculo), o sobrenadante foi descartado e
as células foram incubadas com meio novo contendo 50 pM resazurina (R7017- Sigma-
AIdrich®) a 37°C, em atmosfera humidificada com 5% CO,, durante 4 horas.

A absorvancia dos sobrenadantes das culturas celulares foi medida em aparelho Biotek
Synergy HT plate reader (Biotek, Winooski, VT, USA), a 570 nm, o comprimento de onda em
que a resorufina apresenta absorvancia maxima, e a 620 nm (comprimento de onda de

referéncia) (O’Brien et al., 2000; Prabst et al., 2017).

3.3. Preparacao de Extratos Totais

No fim do periodo de incubagao, as células foram colocadas em gelo e lavadas com
PBS (pH 7,4) duas vezes. Adicionou-se tampao de lise, constituido por tampao RIPA (150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI, (pH 7,5), 5 mM acido etilenoglicol-bis (B-aminoetiléter) - N,N,N',N'-
tetracético (EGTA), 1% Triton X-100, 0,5% desoxicolato de sodio (DOC) e 0,1%
dodecilsulfato de sodio (SDS)), suplementado com inibidor de proteases (Complete Mini,
Roche Diagnostics, Germany) e inibidor de fosfatases (PhosSTOP, Roche Diagnostics,
Germany), durante 30 minutos em gelo. Apos esse periodo, as células foram raspadas e
centrifugadas durante 10 minutos a 14000 rpm a 4°C. No fim, os sobrenadantes recolhidos

foram colocados a -20°C para uso posterior.
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3.4. Quantificacdo de proteina de extratos totais pelo método do acido

bicinconinico (BCA)

A concentragao de proteina de cada amostra de extratos totais foi determinada pelo
método do acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). Os sobrenadantes recolhidos na
preparagao de extratos, foram colocados em gelo, e prepararam-se os padroes de albumina
sérica bovina (BSA) (Merck, EMD Milipore Corporation, USA) e o reagente (mistura de sulfato
de cobre Il a 4% (C2284, Sigma-Aldrich®), diluida a 1:50, e acido bicinconinico (B9643, Sigma-
Aldrich®)).

Depois de incubar durante 30 minutos a 37°C, a absorvancia das amostras foi lida a
570 nm no leitor de placas Biotek Synergy HT plate reader (Biotek, Winooski, VT, USA). A
concentragao de proteinas das amostras de extratos totais foi determinada por interpolagao

na reta de calibragao construida com base nas absorvancias dos padroes de BSA.

3.5. Western Blot

Determinada a concentragao de proteina em cada amostra pelo método do BCA
descrito anteriormente, utilizaram-se 18 pg de proteina que foram desnaturados numa
solugao de 20 % Gilicerol, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% SDS, 10% 2-Mercaptoetanol e azul de
bromofenol, a 95°C, durante 5 minutos. As proteinas nas amostras forma separadas por
electroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
durante 60 minutos, a 130 V.

Terminada a electroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF,
previamente ativadas em metanol, por electrotransferéncia em sistema humido, a 350 mA,
durante 210 minutos. De seguida, foram colocadas em TBS-Tween 20 (0,1%) com 5% de leite
durante duas horas a temperatura ambiente. Apos o término do bloqueio, as membranas
foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo policlonal anti - p53 (sc-6243, Santa
Cruz) na diluicao de 1:500 ou anticorpo policlonal anti - Lamina Bl (abl6048, Abcam) na
diluicao de 1:1000.

Depois de 6 lavagens com TBS-Tween 20 (0,1%) durante 5 minutos cada, as membranas
foram incubadas durante | hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario, anticorpo
anti-coelho (sc-2357, Santa Cruz Biotechnology), na diluicao de 1:5000. Apos incubagao com
o anticorpo secundario e as subsequentes lavagens, a detegao dos imunocomplexos foi
realizada por reagao de quimioluminescéncia, por aplicagao do reagente ECL (#170-5061, Bio-
Rad Laboratories, Inc) na superficie da membrana e detegao da luz emitida pelo sistema
ImageQuant™ LAS 500. As membranas foram lavadas novamente com TBS-Tween 20 (0, 1%)
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e procedeu-se a incubagao com o anticorpo monoclonal anti-Actina (Merck, Mab1501) na
diluicao de 1:20000, durante | hora a temperatura ambiente, como controlo de carregamento.
Apos lavagens com TBS-Tween 20 (0,1%), as membranas foram incubadas durante | hora a
temperatura ambiente com anticorpo secundario, anticorpo anti-ratinho (sc-516102, Santa
Cruz Biotechnology), na diluicao de 1:5000. A analise das imagens foi realizada com o Software

TotalLab TL 120 (Nonlinear Dynamics, Ltd.).

3.6. Avaliacao da Atividade da B-Galactosidase

Numa placa IBIDI (lbidi, Martinsried, Germany), de 12 pogos, previamente revestida
com gelatina 0,1% (Sigma G-2625, Sigma-Aldrich®), apés o plaqueamento das células HaCaT,
respetivo estimulo e duragao do tratamento, conforme as condigoes indicadas nas legendas
das figuras, o meio das células nao tratadas e tratadas, foi removido e as células foram lavadas
duas vezes com PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente. De seguida, as células foram fixadas com
Paraformaldeido 4%, durante 3 minutos a temperatura ambiente e lavadas novamente duas
vezes com PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente.

De seguida, as células foram expostas a uma solugao contendo um substrato da B-Gal,
o 5-bromo-4-cloro-indol-B-D-galactopiranosideo (X-Gal) que ao ser hidrolisado origina
galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxi-indol-1. A dimerizacao deste composto origina um
precipitado de cor azul detetavel ao microscopio otico. A realizagao da reagao a um pH
superior ao pH 6timo de atuagao da enzima permite que a reagao enzimatica ocorra mais
eficientemente nas células senescentes em que a expressao e atividade da enzima estao
aumentadas, comparativamente a células normais (Gonzalez-Gualda et al, 2021). Assim, as
células senescentes apresentam o citoplasma corado de azul, podendo a coloragao apresentar-
se distribuida homogeneamente ou formando aglomerados.

O reagente, preparado imediatamente antes do inicio do protocolo experimental, é
composto por acido citrico/tampao de fosfato de soédio (pH 5,8-5,9), ferrocianeto de potassio
5 mM, cloreto de sédio 150 mM, cloreto de magnésio 2 mM e | mg/mL de 5-bromo-4-cloro-
indol-B-D-galactopiranosideo, dissolvido em agua.

As células foram incubadas durante a noite numa estufa a 37°C, em atmosfera
ambiente, isto €, sem suplementagao com CO,. No dia seguinte, as laminas foram lavadas duas
vezes com PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente, e foi montada uma lamela de vidro com meio
de montagem IBIDI (Ibidi, Martinsried, Germany), posteriormente conservada -20°C. As

células foram observadas num microscopio morfométrico (Carl Zeiss, Germany) e as imagens
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obtidas foram analisadas com recurso ao Software ZEN 3,3 - Blue Edition (Carl Zeiss

Microscopy Gmbh).

3.7. Avaliacao da morfologia nuclear por microscopia de fluorescéncia

A morfologia nuclear dos queratinocitos foi analisada por microscopia de fluorescéncia,
pela coloragao com Hoechst 33342. Numa placa IBIDI de 12 pocgos revestida com gelatina
0,1% (Sigma G-2625, Sigma-Aldrich®), apés o plaqueamento e respetivo estimulo conforme as
condigoes indicadas nas legendas das figuras, as células foram lavadas com PBS (pH 7,4) a
temperatura ambiente, e fixadas com Paraformaldeido 4% durante |15 minutos, também a
temperatura ambiente. De seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,4) e
coradas com uma solucao de Hoechst 33342 (#H3570, Invitrogen) durante 10 minutos a
temperatura ambiente, na auséncia de luz.

As laminas foram visualizadas ao microscopio de fluorescéncia e por cada condigao
foram capturados varios campos aleatorios até se obterem pelo menos 100 células por
condigao. As imagens obtidas foram analisadas com o Software Image), tendo-se medido a area
e a circularidade dos nucleos. Os nlcleos foram também observados com o objetivo de

identificar a presenc¢a de SAHF.

3.8. Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrao da média (SEM). Para
avaliar a normalidade da distribuicdo dos resultados, usaram-se os testes de D'Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. A significancia estatistica foi avaliada pelo teste
de Analise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Dunnett para comparar varias condigoes
com um controlo e pelo teste t, para comparar dois grupos independentes, as 24 horas e aos
7 dias conforme se encontra nas legendas das figuras.

A andlise estatistica foi realizada com o Software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Foram considerados estatisticamente significativos os

resultados com valores de p<0.05.
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4.1. Influéncia da concentracao de H,0,, da densidade celular e da

concentracao de FBS na capacidade proliferativa das células HaCaT

Na fase inicial deste estudo, foi realizada a avaliacao do efeito do tratamento com
diferentes concentragoes iniciais de H,O,, durante 48 horas, 72 horas ou 7 dias, na atividade
metabdlica celular, como descrito na seccao de Materiais e Métodos. Avaliou-se também a
influéncia da densidade da cultura celular e da concentracao de FBS.

Os resultados desses ensaios levaram-nos a selecionar duas densidades celulares, 0,5
x 10° células/mL e 0,25 x 10°> células/mL, cultivadas na presenca de 0,5 ou 1% FBS para
prosseguir com a avaliagao do efeito na indugao de senescéncia celular de diferentes
concentragoes iniciais de H,O, e de reforgos adicionados repetidamente ao longo do tempo.

Para confirmar se a reducao do nimero de células metabolicamente ativas observada
nos ensaios preliminares se devia a inibicao da proliferacao ou a morte das células, avaliamos
a reducao da resazurina imediatamente antes da adicao de H,O, e no final do tempo total do
ensaio, como descrito na seccao de Materiais e Métodos.

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que ao fim de 7 dias existiu um
aumento significativo na atividade metabdlica das células nao tratadas indicando que ocorreu
proliferagao celular. Ja nas células tratadas com H,O, verificamos uma pequena redugao da
atividade metabolica em comparagao com as células nao tratadas no final da experiéncia mas,
esta atividade metabolica foi muito superior aquela que se observou no inicio da experiéncia,
imediatamente antes da adi¢cao de H,O,, mostrando por isso que o H,O, reduziu a proliferagao
celular e nao induziu a morte (Figura 7). No entanto, a redugao da proliferagao celular foi em

geral pequena.
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Figura 7 - Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de H,0; durante 7
dias no niumero de células metabolicamente ativas — Influéncia do reforco com 10 uM de
H:0,, da densidade celular e da concentracio de FBS no meio de cultura. O ensaio de
redugao da resazurina, conforme descrito em Materiais e Métodos (secgao 3.2), foi realizado
imediatamente antes da adigao de H,O,, isto &, 24 horas apo6s o plaqueamento das células, e 7 dias
depois. As concentragoes de H,O; indicadas foram adicionadas no dia 0 as culturas celulares com as
densidades iniciais e concentra¢oes de FBS indicadas em cada painel. Nos dias 2 a 4 apos a adicao
inicial, foram adicionados mais 10 pM de H,O, para manter um estado de stress oxidativo prolongado.
Os resultados representam a média = SEM de, pelo menos, trés experiéncias independentes em A), B)
e C) e quatro experiéncias independentes em D). *p<0.05,** p<0.01,*** p<0.001, **** p<0.000] em
relagao as células nao tratadas as 24horas. # p<0.05, # p<0.0l, ## p<0.00| relativo as células nao
tratadas aos 7 dias. NT: células nao tratadas.
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4.2. Influéncia da concentracio de H,O,, percentagem de soro e

densidade celular nos niveis das proteinas p53 e Lamina B

E caracteristico das células senescentes o aumento da expressio de p53 e a diminuicio
de Lamina Bl (Freund et al, 2012; Gonzalez-Gualda et al.,, 2021; Mijit et al., 2020). Assim e
para confirmar que a reducao da proliferagao celular observada resultou da indugao de
senescéncia celular, avalidmos os niveis destas proteinas por Western Blot em diferentes
condigoes de densidade celular e de concentragao de FBS. Os resultados na Figura 8 A, B, C
e D mostram uma grande variabilidade nos niveis de ambas as proteinas detetados nas varias
condigoes experimentais indicadas, o que nao s6 impediu a obtencao de resultados
estatisticamente significativos como tornou impossivel evidenciar qualquer tendéncia de
variagao do conteudo celular nessas proteinas. Isto sugere que nas condigoes testadas, o H,O,

nao induziu senescéncia celular.
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Figura 8 —Efeito do tratamento com diferentes concentracées de H;O; durante 7
dias nos niveis de p53 e Lamina Bl - Influéncia do reforco com 10 uM de H;0;, da
densidade celular e da concentracao de FBS no meio de cultura. Os niveis de p53, Lamina Bl
e Actina (usada como controlo de carregamento) foram determinados por Western Blot, como
descrito em Materiais e Métodos (sec¢ao 3.5), em extratos totais obtidos de células cultivadas durante
7 dias e nao tratadas (NT) ou tratadas no dia 0 com as concentragoes de H,O; indicadas e nos dias 2
a 4 apos a adigao inicial, com 10 yM de H,O; para manter um estado de stress oxidativo prolongado.
Nos graficos, cada coluna representa a média * SEM dos resultados obtidos em, pelo menos, trés
experiéncias independentes em A, B e C e quatro experiéncias independentes em D. Nao se
observaram diferencgas estatisticamente significativas. NT: células nao tratadas. MPM: Marcadores de
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4.3. Influéncia da concentracao de H;O,, percentagem de soro e

densidade celular na morfologia nuclear

Diversos estudos mostraram que em células senescentes a circularidade dos nucleos
diminui e a area aumenta (Wang et al, 2008; Zhao e Darzynkiewicz, 2013). Além disso, a
percentagem de heterocromatina nas células senescentes é maior do que nas nao senescentes,
formando aglomerados de maior condensacio do DNA designados por focos de
heterocromatina associados a senescéncia (SAHF) (Zhang, Chen e Adams, 2007). Assim,
utilizamos o corante fluorescente Hoechst 33342 que se liga especificamente ao DNA, para
avaliar a area e circularidade dos nucleos, bem como a presenga de SAHF, em células tratadas
com H,0,, em duas concentragoes iniciais diferentes, 25 yM e 100 yM e reforco de 10 uM
nos dias 2 a 4 apos a adigao inicial.

Nestas condigoes, avaliamos a area e circularidade dos nucleos e a presenga de SAHF
usando duas densidades celulares, 0,5x10°> células/mL e 0,25x10° células/mL, e duas
concentragoes de FBS (1% e 0,5%) durante 7 dias de cultura. Observou-se alguma variabilidade
na circularidade dos nucleos entre experiéncias nas mesmas condi¢goes, mas em todos os casos
a variagao em relagao as células nao tratadas foi muito pequena e nao atingiu significado
estatistico em nenhuma das condig¢oes testadas (Figura 9).

Relativamente a drea dos nucleos foi possivel verificar um ligeiro aumento em todas as
condigoes (Figura 9) que atingiu significado estatistico nas culturas com a densidade celular
inicial de 0,25x10° células/mL, cultivadas em meio com 1% FBS e tratadas inicialmente com 25
puM H,O, (Figura 9 C).

Nao se observaram SAHF em qualquer uma das condi¢oes testadas, sugerindo a

auséncia de células senescentes.
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Figura 9 — Efeito do tratamento com diferentes concentracées de H,O2na area e
circularidade dos nitcleos - Influéncia da densidade celular e da concentraciao de FBS no
meio de cultura. As células HaCaT nas densidades indicadas foram mantidas em cultura durante 7
dias, sujeitas a tratamento inicial com as concentragoes de H,O; indicadas e adigao de reforgo de 10
pM nos dias 2 a 4. Os nucleos foram corados com corante fluorescente Hoechst 33342 (azul) para
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visualizagdo morfoldgica e a area e circularidade foram avaliadas conforme descrito em Materiais e
Métodos (secgdo 3.7). Os resultados representam a média = SEM de quatro experiéncias diferentes.
*p<0.05 em relagdo as células nio tratadas (NT). As imagens apresentadas sio representativas das
condi¢oes indicadas. Escala, 50 ym.

4.4. Avaliacio do efeito do reforco com 20 ou 40 yM H;O; na
proliferacdao celular e niveis de p53 e Lamina Bl, em funcdo da

concentracao inicial de agente oxidante

ApOs a realizagao de ensaios experimentais com trés reforgos de 10 yM H,O, em dias
consecutivos, colocou-se a hipétese de aumentar esses reforgos para 20 e 40 pM, pois as
diferengas encontradas nos ensaios realizados nas primeiras condigoes nao foram significativas
em relacao a qualquer um dos marcadores de senescéncia avaliados. Os reforgos com 20 e
40 pM, tal como com 10 pM, foram aplicados do dia 2 ao dia 4 apos o tratamento inicial com
diferentes concentragoes de H,O,.

Utilizando as mesmas densidades celulares, 0,5x10° células/mL e 0,25x10° células/mL,
e as mesmas percentagens de FBS, 1% e 0,5%, avaliou-se a proliferagao celular, tal como
descrito na sec¢ao de Materiais e Métodos e no ponto 4.1 desta secgao. Nas culturas com a
maior densidade celular e independentemente da concentragao de FBS, o tratamento com
qualquer uma das concentragoes iniciais de H,O, e os trés refor¢os de 20 uM nao afetou a
atividade metabdlica comparativamente com as células nao tratadas, no final da experiéncia,
mostrando por isso que o H,O, nao afetou a proliferagao nem a viabilidade celular (Figura 10
A e B). Assim, nao se repetiu a avaliagao destas condigoes.

Nas culturas com menor densidade celular (Figura 10 C e D), s6 na presenga de 1% de
FBS se observaram diferencas significativas entre as células tratadas e nao tratadas com H,0O,.
Nestas condigoes, verificou-se uma pequena redugao de 25,5% e 44,6%, respetivamente do
numero de células metabolicamente ativas nas culturas tratadas inicialmente com 100 e 150
MM H,O, (Figura 10 D). Como nao se verificaram diferencas significativas na presenca de 0,5%

de FBS (Figura 10 C), nao se repetiu a avaliagao desta condigao.
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Figura 10 — Avaliacdo do efeito do refor¢co com 20 uM H;0O: na proliferacao celular,
em funcdo da concentracdo inicial de agente oxidante, da densidade celular e da
concentracao de FBS no meio de cultura. O ensaio de redugao da resazurina, conforme descrito
em Materiais e Métodos (seccao 3.2), foi realizado 24 horas apos o plaqueamento, isto &,
imediatamente antes da adigdo de H,O, e no final da experiéncia, 7 dias apods a adi¢do inicial das
concentracoes de H,O; indicadas nas figuras. Os resultados apresentados nos painéis A, B e C referem-
se a uma experiéncia, enquanto os do painel D representam a média *+ SEM de quatro experiéncias
independentes. **** p<0.000| em relagdo as células nao tratadas (NT) as 24horas. #p<0.01 relativo as

células nao tratadas (NT) aos 7 dias.

Uma vez que apenas na densidade de 0,25x10° células/mL e na presenca de 1% FBS se
observou uma redugao estatisticamente significativa da proliferagao celular, selecionaram-se
estas condigOes para avaliagao de outros marcadores de senescéncia celular, nomeadamente
dos niveis de p53 e Lamina Bl. Os resultados na Figura || mostram que na concentragao de
100 uM com reforcos de 20 uyM, o H,O, aumentou significativamente os niveis da proteina
p53, o mesmo tendo acontecido com os niveis de Lamina Bl, mas apenas na concentragao de

50 uM.
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Figura |l - Avaliacdo do efeito de diferentes concentracées de H,0, com trés
reforcos de 20 pyM nos niveis de p53 e Lamina Bl. As culturas celulares com a densidade de
0,25x10% células/mL foram mantidas em cultura durante 7 dias, sujeitas a tratamento inicial com as
concentragoes de H;O, indicadas e refor¢co de 20 pM nos dias 2 a 4. Os niveis de p53 e Lamina Bl
foram avaliados por Western Blot, conforme descrito em Materiais e Métodos (secgao 3.5). Cada
barra representa, a média + SEM de trés experiéncias independentes, exceto a condigao de 150 pM
que representa apenas os resultados de 2 experiéncias. Por isso, nao se incluiu esta condigao na analise
estatistica. Abaixo dos graficos apresentam-se imagens representativas dos resultados obtidos para
cada proteina. ¥*p<0.05 em relagdo as células nio tratadas (NT) ao fim de 7 dias. MPM: Marcadores de
Pesos Moleculares.

Uma vez que se observaram diferengas significativas na proliferagao celular por
tratamento com 150 yM H,O, e reforcos de 20 uM, avaliou-se o efeito de uma concentracao
inicial (250 uM) e de reforgos (40 pM) mais elevados em culturas com 0,25x10° células/mL e
na presenca de 0,5% FBS.

Tal como nos ensaios anteriores, imediatamente antes da adigao do agente oxidante
(24 horas), foi realizado o ensaio de redugao da resazurina para se comparar com o valor
obtido ao fim de 7 dias de cultura e assim distinguir entre a eventual ocorréncia de morte
celular e diminuicao da proliferagao. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com
150 e 250 yM H,0O, com reforcos de 40 uyM reduziu o nimero de células metabolicamente

ativas, embora as diferencas em relagao as células nao tratadas ao fim de 7 dias nao tenham
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sido estatisticamente significativas com nenhuma das concentragoes iniciais de H,O,, enquanto
so na concentragao de 150 pM nao houve diferenca significativa em relagao ao nimero inicial
de células (células nao tratadas ao fim de 24 horas) (Figura 12 A). Este resultado, embora
ambiguo, sugere que, na concentragao mais elevada e com trés reforgos de 40 uM, ocorreu
inibicao relevante da proliferagao celular que atingiu, em média, cerca de 50%.

Foi também avaliado o efeito do H,O, na presenca do veiculo a utilizar para dissolver
compostos lipofilicos, isto &, 0,1% DMSO (v/v). Nas mesmas condi¢oes indicadas acima, (Figura
|2 B), verificou-se uma diminuicao da atividade metabdlica nas culturas tratadas com 250 yM
de H,0O,, sendo a diferenga estatisticamente significativa em relagao as culturas tratadas com
veiculo durante 7 dias, mas nao em comparagao com o numero inicial de células (NT 24

horas). Isto sugere que ocorreu inibicao da proliferacao celular que atingiu cerca de 60%.

A) B)
1507 1507
5o 5
55 55
[} ek [T ek
0L 1007 0o 100 .
zg e ' xg '8 _— #
o 15, T o 2
e S o 3
o 32 0
= £ 507 = g 507
o o o
“ Qo o~
o — o
0- T T 0-
24h 7d 150 250 24h \ V+150 V+250
NT H,0,, uM NT H,0,, uM

Figura 12 - Avaliacao do efeito de diferentes concentracgdes iniciais de H;O; com
reforco de 40 uM na proliferacdo celular, na auséncia e na presenca de 0,1% DMSO. As
culturas celulares com a densidade de 0,25x105 células/mL na presenca de 0,5% FBS foram mantidas
em cultura durante 7 dias, sujeitas a tratamento inicial com as concentragoes de H;O, indicadas e
reforco de 40 uM nos dias 2 a 4. O ensaio de reducao da resazurina, conforme descrito em Materiais
e Métodos (seccao 3.2), foi realizado as 24 horas, imediatamente antes da adicao de H,O, e aos 7 dias.
No painel B, a adi¢ao do veiculo (0,1% DMSO) foi realizada imediatamente antes da adigao inicial de
H,0,. Os resultados obtidos em trés experiéncias independentes sdo apresentados como a média +
SEM. *p<0.05,%* p<0.01 em relagdo as células ndo tratadas (NT) as 24horas. #p<0.05 relativo as células
nao tratadas (A) ou tratadas com veiculo (B) aos 7 dias.

Nas mesmas condigdes em que foi avaliada a proliferagao celular, isto é 0,25x10°
células/mL na presencga de 0,5% FBS, avaliaram-se também os niveis das proteinas p53 e Lamina
Bl em resposta ao tratamento com diferentes concentragdes iniciais de H,O, e reforgos de
40 pM, na auséncia ou presenca de veiculo. Os resultados na Figura |13 mostram uma tendéncia

para aumento dos niveis de p53, especialmente na auséncia de veiculo, mas as diferengas nao
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foram estatisticamente significativas. Os resultados em relagao aos niveis de Lamina Bl
mostram diferencas ainda menos acentuadas em relagao as células nao tratadas ou tratadas

apenas com veiculo, nao sendo de qualquer modo estatisticamente significativas.

A) B)
5- 3
44
= -
ez g2
5 o« 3 S o
g9 <2 T
<z T -8
n & 24 wn @
a’® a Xt 14
1_
0- 0-
NT 150 250 v V+150 V+250
H,0,, utM H,O,, uM
2.04 2.0+
£ . 1.5 g 15
iF 3
- © < ©
= =0
@ 2 @ 2 1.0
gs g9
gL £ <
i | S 0.54

0.0-

250 A V+150 V+250

H,0,, uM H,0,, 1M

MPM NT 150 250 V V+150 V+250

53 kDa " p53
64 kDa Lamina B1
42 kDa - - Actina

Figura 13 - Avaliacdo do efeito de diferentes concentracoes de H,O, com trés
reforcos de 40 pM nos niveis de p53 e Lamina Bl. As culturas celulares com a densidade de
0,25x 105 células/mL foram mantidas durante 7 dias, sujeitas a tratamento inicial com as concentragoes
de H;O, indicadas e refor¢o de 40 pM nos dias 2 a 4. Os niveis de p53 e Lamina Bl foram avaliados
por Western Blot, conforme descrito em Materiais e Métodos (seccao 3.5). Cada barra representa a
média + SEM de trés experiéncias independentes. Abaixo dos graficos apresentam-se imagens
representativas dos resultados obtidos para cada proteina. *p<0.05 em relagdo as células nio tratadas
(NT) ao fim de 7 dias. MPM: Marcadores de Pesos Moleculares.
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4.5. Influéncia da concentragao inicial de H,O, e dos reforcos na

atividade da B-galactosidase associada a senescéncia

A SA-B-Gal é o biomarcador de senescéncia celular mais utilizado permitindo distinguir
células senescentes de nao senescentes in vivo e in vitro (Itahana, Itahana e Dimri, 201 3).

A atividade da SA-B-Gal foi avaliada em culturas de células HaCaT, na densidade de
0,25x10° células/mL e cultivadas na presenca de 0,5% FBS, durante 7 dias, nao tratadas (NT)
ou tratadas com diferentes concentragdes iniciais de H,O,, na auséncia (Figura 14) ou na
presenca (Figura 15) de veiculo (0,1% DMSO, V). Foram aplicados reforgos de 10 uM, 20 yM
ou 40 pM de H,0O,, do dia 2 ao dia 4 apos o estimulo inicial.

A Figura 14 mostra imagens representativas das células nao tratadas e tratadas com
diferentes concentracoes e reforcos de H,O,, na auséncia de veiculo. Na condicao de
tratamento com, 250 yM H,0O, e reforcos de 20 uM (Figura 14), o niUmero de células positivas
e a intensidade da coloragao parecem ligeiramente maiores que nas outras condigoes, mas a
diferenca em relagdo as células nao tratadas é muito ténue, sugerindo que apenas num
pequeno numero de células podera ter ocorrido indugao de senescéncia. De qualquer modo,
a baixa intensidade da coloragio e o reduzido niumero de células na cultura dificultou
significativamente a identificacao de células senescentes, tendo sido impossivel contar as

células positivas.
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Controlo (NT) H,0,, 150 yM + 10 uM H,0,,250 yM + 10 uM

H,O,, 150 uM + 20 pM H,0,,250 uM + 20 uM H,0,, 150 uM + 40 uM

H,0,,250 uM + 40 uM

Figura 14 — Avaliacao do efeito de diferentes concentracdes iniciais e reforcos de
H;0:; na atividade da SA-B-Gal. A atividade da SA-B-Gal foi avaliada conforme descrito em
Materiais e Métodos (secgao 3.6), em células HaCaT tratadas ou nao durante 7 dias com HyO; nas
concentragoes iniciais e reforcos do dia 2 ao dia 4, indicados. Imagens representativas de trés
experiéncias distintas, com as células positivas para SA-B-Gal coradas de azul. Escala, 20 pm.
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Os resultados obtidos em células tratadas com as mesmas concentragoes iniciais e de
refor¢co de H,O, na presenga de veiculo revelaram uma coloragao ainda mais ténue do que na
auséncia do veiculo (Figura 15), sugerindo que a presenga de DMSO que tem propriedades

antioxidantes, anulou ou pelo menos reduziu o efeito do H,O,.

Y H,0,, 150 yM +V+ 20 uM  H,0,,250 uM +V+ 20 uM

H,O,, I50 uM +V+ 40 uM H,0,,250 uM +V+ 40 uM

Figura 15 — Avaliacdao do efeito da adicdo de veiculo e diferentes concentracoes
iniciais e reforcos de H,0; na atividade da SA-B-Gal em células HaCaT. A atividade da SA-
B-Gal foi avaliada conforme descrito em Materiais e Métodos (seccao 3.6), em células HaCaT tratadas
durante 7 dias com veiculo (0,1% DMSO), na auséncia (V) ou na presenca de H,O; nas concentragoes
iniciais indicadas e reforcos de 10 uM, 20 pM ou 40 pM do dia 2 ao dia 4. Imagens representativas de
trés experiéncias distintas, com as células positivas para SA-B-Gal coradas de azul. Escala, 20 um.
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Capitulo 5:
Discussao de Resultados
e Conclusoes







Numerosos estudos tém contribuido para elucidar o papel do stress oxidativo no
envelhecimento da pele e as suas consequéncias nas fungoes dos queratindcitos,
nomeadamente na indugao de senescéncia (Burke, 2018; Liu et al., 2012; Smirnov et al., 2016;
Song et al., 2017; Yamaguchi et al., 2018). No entanto, os estudos disponiveis sobre a indugao
de senescéncia em queratindcitos humanos sao escassos e nao recapitulam todas as
caracteristicas das células senescentes. Por exemplo, um estudo comparativo mostrou
auséncia de aumento de atividade da SA-B-Gal em resposta ao stress oxidativo induzido por
H,O,, tanto queratinocitos humanos normais como imortalizados, a linha HaCaT, ao passo
que a proliferagao celular foi mais significativamente afetada na linha celular do que nas células
primarias (Liu et al, 2012). Este estudo foi realizado utilizando concentragoes relativamente
altas e um tempo de exposi¢ao ao H,O, muito curto. Assim, é possivel que a auséncia de
alguns marcadores de senescéncia signifique que este processo nao chegou a ocorrer ou que
a sua indugao nao foi irreversivel. Além disso, verifica-se uma grande disparidade entre os
protocolos experimentais descritos em diferentes artigos para induzir stress oxidativo e
senescéncia celular em queratindcitos, o que dificulta a sua utilizagio nomeadamente em
estudos farmacolégicos.

Por isso, o objetivo principal deste estudo consistiu na avaliagao do efeito de diversas
condigoes experimentais, como a densidade celular, as concentragoes de H,O, e a duragao e
frequéncia dos tratamentos e a percentagem de FBS, na indugao de senescéncia na linha celular
de queratinocitos humanos HaCaT. Para isso, colocamos como hipotese fundamental que um
estado sustentado e prolongado de stress oxidativo que nao causasse a morte das células,
poderia ser necessario para induzir a senescéncia celular. Por isso, utilizimos um tempo de
exposicao bastante mais longo e testamos diferentes concentragoes de H,O, seguidas da
adicao em 3 dias consecutivos de concentragdes 25 a 6 vezes menores do que as iniciais.

No entanto, os resultados obtidos nao permitiram identificar condigoes de cultura e
tratamento das células HaCaT em que se observasse inequivocamente a indugao de
senescéncia celular, uma vez que a maioria dos marcadores avaliados nao apresentaram
alteragoes significativas em nenhuma das condi¢oes testadas. De facto, o marcador de
senescéncia que observamos de forma mais consistente foi a diminuigao da proliferagao celular
em células tratadas inicialmente com 150 yM ou 250 yM H,O,. Verificamos essencialmente os
mesmos resultados independentemente da densidade celular, da concentragao de FBS no meio
de cultura e da concentragao de H,O, adicionada como reforgo da inicial.

Verificamos também um aumento significativo da proteina p53 em células tratadas com
100 uM e reforgos de 20 uM H,O,, nao tendo o efeito de outras concentragdes, embora se

observe uma tendéncia de aumento com as concentragoes menores, até |00 uM. Observamos
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ainda um aumento significativo dos niveis de Lamina Bl nas células tratadas inicialmente com
50 uM H,0, e reforcos de 20 uM, mas nao nas tratadas com outras concentragoes. O aumento
da Lamina Bl nao era esperado, uma vez que a redugao desta proteina tem sido mais associada
a senescéncia celular, do que o seu aumento, embora também esteja descrito, o que torna o
significado destas alteragoes pouco claro (Barascu et al.,, 2012; Hernandez-Segura, Nehme e
Demaria, 2018).

Em nenhuma das condi¢oes testadas observamos qualquer alteragao da morfologia
nuclear, incluindo a area e circularidade dos nucleos, e também nao observamos focos de
heterocromatina caracteristicos da senescéncia celular (SAHF). Além disso, em todas as
condigoes testadas, a morfologia e o nimero e intensidade da coloragao das células com
marcagao decorrente da actividade da SA-B-Gal foram idénticos aos das células nao tratadas,
o mesmo acontecendo nas células tratadas com veiculo (0,1% DMSO), na auséncia e na
presenga das varias concentragoes e refor¢os de H,O, e independentemente da densidade
celular e da concentracao de FBS no meio de cultura.

Viérios fatores podem ter contribuido para o insucesso na indugao de senescéncia
celular, nomeadamente o facto de termos sempre cultivado as células na presenga de FBS que
contém diversos antioxidantes. Por outro lado, avalidmos apenas um pequeno conjunto de
marcadores de senescéncia. A avaliagdo de outros marcadores como, por exemplo,
componentes do SASP (por exemplo, IL-18, IL-6, MMP-| e 3, ou a ativagao do fator de
transcricao NF-kB) e outras proteinas envolvidas na regulagao positiva (por exemplo, Ki-67)
e negativa (por exemplo, pl6™*, p2l) da proliferagao celular, poderia ter permitido uma
distingao mais clara dos efeitos das multiplas variaveis testadas na indugao de senescéncia
celular. Muitas outras condigbes e variaveis, incluindo diferentes agentes indutores de stress
oxidativo, poderao ser estudadas para definir um protocolo adequado para indugao de
senescéncia nas células HaCaT.

Os estudos que realizamos nao permitiram identificar as melhores condigoes a usar
num modelo de senescéncia celular, mas aproximaram-nos um pouco mais e esperamos que

contribuam para esse objetivo.
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