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Senescéncia em Bactérias
Sumario

A senescéncia apresenta-se como um processo metabolicamente ativo, desencadeado
por multiplos fatores, limitando o tempo de vida, uma vez que quando a célula entra em
processo de senescéncia perde irreversivelmente a capacidade de proliferar. As bactérias
eram consideradas microrganismos potencialmente imortais devido a sua reprodugiio
assexuada por fissdo binaria. Contudo, estudo realizados quer com bactérias que sofrem
divisdo assimétrica (Caulobacter crescentus), quer com bactérias onde a divisdo é
aparentemente simétrica (Escherichia coli), demonstram que os seus constituintes
celulares ndo sdo aleatoriamente distribuidos pelas duas células-filha, havendo uma
segregagdo assimétrica de danos celulares e fatores de envelhecimento. A analise dos
mecanismos moleculares subjacentes a degeneragdo celular bacteriana revela
semelhangas interessantes com o processo de envelhecimento de organismos superiores.

Palavras-chave: senescéncia, divisdo celular assimétrica, divisdo celular simétrica,
procariontes, espécies reativas de oxigénio, senescéncia replicativa, senescéncia

condicional.
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Abstract

Senescence presents itself as a metabolically active process, triggered by multiple
factors, limiting the life time, since when the cell enters in senescence, it
looses irreversibly the capacity to proliferate. Bacteria were considered potentially
immortal organisms due to their asexual reproduction by binary fission. However,
studies using either bacteria with asymmetric fission (Caulobacter crescentus), either
bacteria where the division is apparently symmetric (Escherichia coli), showed that
their cellular constituents are not randomly distributed between the two daughter cells,
and that there is an asymmetric segregation of cell damage and aging factors. The
analysis of the molecular mechanisms underlying bacterial cell degeneration

reveals interesting similarities with the aging process of higher organisms.

Keywords: senescence, asymmetric cell division, symmetric cell division, prokaryotes,

replicative senescence, conditional senescence.
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I. Introducio

O envelhecimento é um processo continuo de degradagdo da condigdo de um ser vivo ao
longo do tempo, que se inicia no nascimento e culmina na morte, sendo este processo de
envelhecimento partilhado pela generalidade dos organismos (Ackermann, 2008;

Teixeira & Guariento, 2010).

O conhecimento acerca de senescéncia desenvolve-se na diregdo de uma abordagem
integrativa. Este fendmeno constitui um desafio para vdrios investigadores, surgindo

vdrias teorias no sentido de tentar explicar o processo complexo que € a senescéncia.

A senescéncia celular é um fendmeno bioldgico de ocorréncia natural entre os seres
vivos, sendo um processo metabolicamente ativo, desencadeado por maltiplos fatores e

essencial para o processo de envelhecimento.

A senescéncia celular foi formalmente descrita hd mais de quatro décadas atrés, onde se
demonstrou que as células tinham uma capacidade limitada para proliferar, isto €, as
células apresentam um potencial de replicagdio limitado, que € alcangado com uma
diminui¢do gradual da velocidade das divisdes celulares, acompanhado de
manifestagdes caracteristicas das células senescentes, culminando na incapacidade de

divisdo celular.

Em suma, a senescéncia apresenta-se como um mecanismo que limita o tempo de vida
celular e constitui uma barreira para a imortalizagdio celular, onde a célula perde

irreversivelmente a capacidade de proliferagio.

Nas células eucariontes, existem miiltiplos fatores que caracterizam e desencadeiam a
senescéncia celular estando relacionados com mudangas degenerativas e com os efeitos

nocivos da passagem do tempo (Blacombe et al., 2001; Teixeira & Guariento, 2010).

A maioria dos estudos sobre o envelhecimento em eucariontes, tem sido realizado no

modelo experimental da levedura Saccharomyces cerevisiae. Este microrganismo sofre
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uma divisdo celular assimétrica, o que permite que a célula-mide seja facilmente

distinguivel da célula-filha.

Mas sera que todos os organismos envelhecem? Ou existirio organismos que perduram

para sempre a ndo ser que sejam mortos por fatores externos? (Ackermann, 2008)

Durante muito tempo, acreditou-se que certas formas de vida ndo eram afetadas por este
processo de envelhecimento, assumindo-se as bactérias como seres potencialmente

imortais {(Ackermann, 2008).

As bactérias reproduzem-se de forma assexuada por divisdo bindria ou cissiparidade
(divisdo miiltipla), assim sendo, estas dividem-se aparentemente em duas células iguais.
Pelo facto da fissdo bindria das bactérias ser assumida como uma disperséo nfo-
conservativa dos seus constituintes tanto intactos como danificados (Nystrom, 2007),
era comumente assumido que ambas as células nascem igualmente jovens e que estes
organismos nio demonstram qualquer diminui¢io da sua condigdo com o aumento da

longevidade (Ackermann, 2008).

Contudo, alguns sistemas unicelulares simples também sofrem divisdo assimétrica,
permitindo uma completa distingdo entre célula-mde e célula-filha, o que levou alguns
investigadores a questionarem se estes microrganismos também estariam sujeitos a um

processo de envelhecimento.

Por sua vez, alguns investigadores estudaram a possibilidade de bactérias que se
dividlem em duas células aparentemente idénticas poderem realizar uma segregagéo
assimétrica de danos celulares e fatores de envelhecimento, permitindo identificar apos

cada divisdo celular a célula-mie envelhecida da célula-filha rejuvenescida.

A senescéncia condicional em células bacterianas, surge quando estas entram num
estado ndo proliferativo devido a fatores externos como o esgotamento de nutrientes,
levando-as a perder gradualmente a sua capacidade de recuperagéo e de divisdo. Estas

células “estéreis” inicialmente permanecem intactas, mas podem eventualmente, perder

3]
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a integridade da sua membrana citoplasmatica, assim como, outras atividades de apoio a

vida.

A andlise da senescéncia condicional em Esherichia coli revelou semelhancas
interessantes com o processo de envelhecimento dos organismos eucariotas fornecendo
mecanismos que sustentem algumas teorias do envelhecimento, incluindo a hipotese da

contribuigdo dos radicais livres no envelhecimento e da teoria do soma descartavel.

Uma descoberta recente, veio quebrar o dogma de que todos os organismos vivos
envelheciam. Pois apdés estudos realizados com a levedura de fissdo
Schizosaccharomyces pombe, descobriram que esta, quando cultivada em condigdes
favordveis, nio demonstra qualquer sinal de passagem pelo complexo processo de

envelhecimento.

1.1. Considerag¢ies gerais sobre senescéncia em eucariontes

Os organismos ndio deviam envelhecer, ou pelo menos, deveria existir um mecanismo
que evitasse o processo de envelhecimento. Uma vez que, os organismos apresentam
uma notavel capacidade de reparar diferentes tipos de danos, ndo haveria razio para que
os danos prejudiciais causados pela simples passagem do tempo ndo pudessem, também

eles, ser reparados (Martins, 2011).

A senescéncia culmina inevitavelmente na morte do organismo € o tempo que leva para
que os individuos apresentem sinais de envelhecimento varia consideravelmente entre

especies.

A evolugdo funciona de forma a que todas as espécies que apresentam senescéncia,
deveriam ser substituidas por outras, onde o envelhecimento ndo ocorre (ou acontece a
um ritmo mais lento). Contudo, envelhecer parece tdo natural que ndo ha uma

verdadeira percegdo da contradigdio entre senescéncia e evolugéio (Goldsmith, 2008).

Existindo uma programagdo genética para envelhecer, poder-se-ia eventualmente

realizar esforgos a nivel da investigagdo cientifica com o objetivo de travar os
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mecanismos subjacentes ao envelhecimento, contudo, tal investigagdio teria como
consequéncia profundas implicagdes médicas e demograficas. Por conseguinte, esta
programagdo genética ndo serd observada caso ndo sustente uma vantagem evolutiva

para os organismos (Martins, 2011).

1.2. A senescéncia no contexto de evolugio e adaptagiio

A complexidade etiologica do fendmeno de senescéncia € um desafio para os
investigadores. Para isso, surgiram varias teorias explicativas da biologia do
envelhecimento, que discutem mecanismos relevantes deste processo (Teixeira &

Guariento, 2010).

As teorias sobre a biologia do envelhecimento tém sido classificadas de varias formas,
as que aqui irei abordar sdo as teorias evolutivas, que procuram explicar a origem do
processo de envelhecimento e as diferengas encontradas na longevidade de diferentes

espécies (Kirkwood, 2002).

Uma das teorias evolutivas propostas € a pleiotropia antagonista, que propde a
existéncia de adaptagbes genéticas que ao fornecer beneficios durante a juventude, se
tornam prejudiciais numa fase tardia da vida (Martins, 2011). Ou seja, os genes
selecionados para beneficiar os jovens favorecendo a reprodugdo, estariam

posteriormente relacionados com as mudangas caracteristicas da senescéncia.

A manuten¢iio desses genes seria vantajosa no sentido de favorecer a reprodugéo, dado
que no seu habitat natural, a esperanga média de vida dos organismos ndo lhe permitia
que os efeitos prejudiciais se manifestassem. Por conseguinte, os beneficios poderiam
compensar 0 dano posterior. Durante o ciclo de vida, 2 maturidade da fun¢do
reprodutiva representaria um ponto fulcral para o inicio da senescéncia: quanto mais

cedo ocorre a reprodugio, mais cedo se inicia a senescéncia.

Contrariando esta teoria, estudos laboratoriais com Drosophila melanogaster, sugerem

niio existir uma relagdo linear entre a velocidade de desenvolvimento e a longevidade,
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concluindo que o envelhecimento ndo é causado por nenhum beneficio inicial

(Kirkwood, 2002; Gavrilov et al., 2002).

Uma outra teoria evolutiva para a explicagdo do fendmeno de senescéncia é designada
por muta¢do acumulada. Esta teoria pressupde que todos os organismos apresentam
sinais de senescéncia, mostrando danos cada vez maiores quanto maior for o seu tempo

de vida (Martins, 2011).

Se a morte dos individuos ocorrer antes da expressio de uma mutagdo, significa que a
selegdo natural tem poucas oportunidades para “limpar” o genoma. E deste modo, os
individuos transmitiriam mutag¢Ses prejudiciais de agdo tardia de uma geragio para
outra, ocorrendo assim uma acumula¢io de mutagdes no genoma (Kirkwood, 2002;

Gavrilov ef al., 2002).

Em ambientes protegidos, a mortalidade por causas secundérias encontrar-se-ia
reduzida, sendo que o envelhecimento resultaria da acumulagio de mutagdes de agdo

tardia (Gavrilov et al., 2002).

Contrariando o que esta teoria prevé, surge a evidéncia de que as tartarugas fémeas

mostram um aumento da fertilidade com o envelhecimento (Congdon et al., 2003).

A terceira teoria evolutiva do envelhecimento € a teoria do soma descartavel, que se
baseia na selegiio individual. A ideia é que todos os animais necessitam de sistemas de
reparagfo e manutencgéo, assim como, de energia proveniente dos nutrientes para manter
corretamente as suas fun¢des. Sendo fundamental que todos estes sisternas operem

durante a maior parte da vida reprodutiva do animal (Martins, 2011).

Como em habitat natural a mortalidade extrinseca é elevada, ndo seria producente a
utilizagdo de energia para manter o organismo além do seu tempo de vida (Kirkwood,
2002). Assim sendo, a energia deve ser direcionada para melhorar a capacidade
reprodutiva do individuo, mas ndc para manté-lo vivo indefinidamente (Kirkwood,

2002).
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Algumas das teorias que ja foram descartadas preveem que, uma mutagdo que aumente
o tempo de vida do animal, deve diminuir o seu metabolismo, uma vez que, os recursos

teriam que ser desviados de outras fung¢des.

No entanto, foram observadas mutagdes genéticas que permitem uma vida mais longa e

ndo causam outras perdas (Ayyadevara ef al., 2007).

Estudos de genética molecular, tém demonstrado que a longevidade pode estar sujeita a
regulagio e que intervengdes genéticas podem eventualmente reverter o envelhecimento

em animais (Ljubuncic et al., 2009).

Atualmente coloca-se a hipotese de que o envelhecimento possa ndo ser completamente
relacionado com a fertilidade, sendo assim possivel que os animais vivam por mais

tempo, sem custos para a sua fertilidade.

Somos levados a concluir, que a senescéncia pode realmente ser, por si so, uma
adaptagfo, que pode ndo ser uma consequéncia prejudicial de outros ganhos. Se for esse

o caso tera que oferecer beneficios (Mitteldorf, 2010; Martins, 2011).

1.3. Tipos de senescéncia

A senescéncia celular pode ser dividida em dois tipos, encontrando-se esta classifica¢do

intimamente relacionada com o ciclo celular.

1.3.1. Senescéncia replicativa

A determinado momento, as células perdem o seu potencial replicativo, e esta perda
irreversivel da capacidade de replicagio esta diretamente associada ao encurtamento dos
teldmeros. Este fendmeno deve-se a perda do material genético localizado na regido

terminal dos cromossomas.
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Assim a primeira causa da senescéncia celular passou estar associada ao progressivo
encurtamento dos telémeros. Sem eles, ndo é possivel haver distingdo entre o terminal
dos cromossomas € o pareamento das bases de cada fita (cadeias da dupla hélice)
estando assim sujeitos A degradacio ou fuséo pela maquinaria de reparagio de DNA

(Campisi, 2003).

1.3.2. Senescéncia condicional/ prematura

A senescéncia pode ser induzida por uma variedade de outras condigdes na auséncia de
perda ou disfungdo telomérica detetdvel. Este tipo de senescéncia foi designada de
prematura, uma vez que surge antes da fase em que € induzida pelo encurtamento dos

telomeros (Kuilman et al., 2010).

1.4. Morfologia das células senescentes

A senescéncia celular é geralmente acompanhada por alteragdes fenotipicas, que
dependendo do fator indutor de senescéncia pode fazer com que as células se possam
transformar assumindo um fendtipo grande, planar ¢ multinuclear. Um fendtipo de
célula plana é comumente visto em células cuja senescéncia foi induzida por oncogenes
(Denoyelle et al., 2006), senescéncia induzida por stress (Parrinello et al., 2003), ou
senescéncia induzida por danos no DNA (Chen et al., 2001). As células senescentes que
adquirem morfologia fusiforme, sdo observadas em casos de expressio de BRAF*
(uma mutagio no gene BRAF muito comum em melanomas, que resulta da substituigio
do aminodcido valina por uma 4cido glutdmico na posigdo 600). Melandcitos
submetidos a senescéncia induzida por oncogenes, apresentam grande vacuolizagio

como resultado do stress causado pelo reticulo endoplasmatico em resposta a proteina

desdobrada (Denoyelle ef al.,, 2006; Kuilman et al., 2010).

1.5. Biomarcadores de senescéncia

A senescéncia pode ser induzida por uma grande variedade de condigdes, e as células
senescentes apresentam uma série de caracteristicas que permitem a sua identificacéo.

Deste modo, a execu¢do de programas de senescéncia estda associada com o
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aparecimento de vérios marcadores, que sio vulgarmente utilizados, a fim de identificar

as células senescentes in vitro ¢ in vivo (Kuilman et al., 2010).

Eles incluem a perda da proliferagiio, as alteragdes morfologicas, o aumento da
atividade de SA-B-GAL, entre outros (Kuilman et al., 2010). SA-B-GAL ¢ o
biomarcador de senescéncia mais comumente utilizado (Debacqg-Chainiaux et al., 2009).
A sua atividade aumentada nas células senescentes provém da B-D-galactosidase
lisossomal, a qual € codificada pelo gene GLB/! (Debacq-Chainiaux et al., 2009). Além
disso, as células n3o senescentes exibem atividade da p-galactosidase em lisossomas,
que funcionam de forma otimizada, a pH 4 (Lee et al., 2006). Por conseguinte, o
aumento da atividade da SA-B-GAL em células senescentes, ¢ provavelmente devido a
uma expansio do compartimento lisossomal, dando origem a um aumento na atividade
de B-galactosidase que pode ser também medido a pH 6 (Kurz ef al., 2000; Yang e Hu
2005; Lee et al., 2006). No entanto, ainda ndio ha evidéncias que apontem para um
envolvimento desta enzima em resposta & senescéncia (Lee er al., 2006; Kuilman et al.,

2010).

I1I. Fatores indutores de senescéncia em células eucariontes

O que faz com que células se tornem senescentes? Estudos in vitro, demonstram que a

senescéncia pode ser induzida por diversos estimulos (Figura 1).
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Figura 1: Os diversos fatores que podem conduzir a senescéncia (retirado de Souza, 2011).
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2.1. Senescéncia em culturas celulares

A senescéncia celular foi formalmente descrita hd mais de quatro décadas atras, quando
Hayflick e seus colegas demostraram que as células “normais” tinham uma capacidade
limitada para proliferar em cultura. Esta experiéncia demonstrou que os fibroblastos
humanos em cultura apresentam um potencial limitado de replicagdio: aproximadamente
cinquenta divisdes segundo o limite de Hayflick (Troen, 2003; Kuilman et al., 2010).
Esse potencial ¢ alcangado com diminui¢do progressiva da velocidade das divisdes
celulares e com manifestages que sdo caracteristicas das células senescentes. Essas
manifestacdes incluem as alteragdes morfologicas previsiveis, e a expressdo genética
associada a senescéncia. Assim sendo, Hayflick e seus colaboradores propuseram a
hipotese da senescéncia celular, como sendo um processo que altera a fisiologia,
limitando a capacidade de replicagdo das células normais em cultura (Troen, 2003;
Kuilman er al., 2010).

Apdés a demonstragio de que células somadticas ndo proliferam indefinidamente
surgiram duas hipdteses explicativas, sendo ambas especulativas e aparentemente

contraditorias.

A primeira hipétese, resultou do facto de que muitas células cancerigenas proliferam
indefinidamente in vitro. Propondo a senescéncia celular como um agente
anticancerigeno ou um mecanismo supressor tumoral. Neste contexto, a senescéncia foi
considerada benéfica, pois evitaria a formag&o de tumores. A segunda hipétese, baseou-
se na evidéncia de que o processo de regeneragdio e reparagdio tecidular decai com a
passagem do tempo. A senescéncia celular foi proposta para recapitular o
envelhecimento, ou perda de capacidade de regeneragdo de células in vivo. Neste
contexto, a senescéncia celular foi considerada prejudicial porque contribuiu para o

decréscimo na renovacéo tecidular (Campisi & Fagagna, 2007).

Existe atualmente uma melhor compreensio da senescéncia, tendo sido fundidas as duas
hipoteses, trazendo novas perspetivas para as areas relacionadas com cancro e

envelhecimento {Campisi & Fagagna, 2007).
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2.2. Senescéncia dependente dos telomeros

A hipdtese que aborda a senescéncia como o resultado do encurtamento dos teldmeros
sugere que o numero de divisdes celulares estd registado pela perda gradual de
sequéncias teloméricas. Os telomeros estabilizam os cromossomas e asseguram a
ocorréncia de uma completa replicagdo, embora se saiba que estes também contribuem

para a fixa¢io de cromossomas na matriz nuclear (Holliday, 1996; Powell et al., 2010).

Os telémeros sdo estruturas constituidas por uma sequéncia repetida de DNA (5'-
TTAGGG -3 ' nos vertebrados) e proteinas associadas, localizados nas extremidades dos
cromossomas, sendo a sua principal fungdio preservar a estabilidade estrutural do
cromossoma e a integridade dos genomas, protegendo-o da degradagdo ou fusdo
mediante processos de reparagdo de DNA. Os telémeros estdo presentes principalmente
em células eucaridticas, visto que o DNA das células procaridticas forma, de um modo
geral, cadeias circulares, logo ndo tem locais de terminagdo, embora existam excegdes
tais como, bactérias com DNA linear e que possuem telémeros (Campisi & Fagagna,

2007; Teixeira & Guariento, 2010).

Apesar da estrutura telomérica ndo ser

completamente conhecida, pensa-se que
os telomeros de mamifero, terminam
numa grande estrutura circular, designada

por t-loop. Pelo facto das DNA

Telomere length

polimerases padrio ndoc conseguirem

replicar completamente as extremidades
do DNA, num fenomeno chamado de
 Chromounma

“problema do final da replicagdo”. As SR DA

Cell clveiam

células perdem entre 50 a200 pares de bases

de DNA telomérico durante cada fase de | telomeros (Campisi & Fagagna, 2007).

Figura 2: senescéncia dependente do encurtamento dos

sintese do ciclo celular (Figura 2) (Griffith, 1999 & Campisi & Fagagna, 2007).

No inicio da replicagdo, a DNA polimerase atua na dire¢cdo 5°-3°, sendo adicionadas

bases com o auxilio de um iniciador. A secgdo do telomero coberto por DNA
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polimerase ndo € reproduzida, causando assim um encurtamento do DNA de cerca de 50

pares de bases por divisdo na extremidade 5" (Powell, 2010).

O comprimento dos teldmeros humanos pode variar de algumas quilobase até 10-15 kb
de comprimento, sendo possivel ocorrerem multiplas divisGes celulares antes do
“problema do final da replicagdo” que torna os telomeros criticamente curtos e
disfuncionais. Para desencadear a senescéncia basta que um ou alguns telémeros

atinjam o tamanho critico (Hemann, 2001; Campisi & Fagagna, 2007).

O “problema do final de replicagdo” é uma importante causa da ndo proliferagéo

indefinida das células normais, contudo, ndo é a unica.

Os telomeros disfuncionais desencadeiam uma resposta classica do DNA ao dano
(DDR). O DDR permite que as células detetem o DNA danificado, particularmente
quebras da cadeia dupla (LAP), interrompendo a progressdo do ciclo celular e, se
possivel, promovendo a reparagic do dano. Embora a gravidade da lesfo seja
provavelmente um fator importante, pouco se sabe sobre como as células escolhem
entre respostas transitorias de ativagio da DDR e sinalizagdo persistente de DDR que é
evidente em muitas células senescentes. Muitas proteinas participam na DDR, incluindo
as cinases, as proteinas adaptadoras e modificadores de cromatina. Muitas destas
proteinas localizam focos de DNA danificado que sdo detetados em células senescentes.
Em células que apresentam senescéncia devido aos telomeros disfuncionais, estes focos
também contém um subconjunto de telomeros, sugerindo uma semelhanga entre
telomeros disfuncionais e DSBs (double-strand-breacks) (Gire et al., 2004; Herbig er
al., 2004; Campisi & Fagagna, 2007).

O “problema do final de replicagiio” pode ser contornado pela telomerase. Esta enzima
contém uma proteina catalitica (transcriptase reversa da telomerase; TERT) e ¢é
constituida de uma sequéncia curta de RNA e adiciona DNA telomérico duplicado

diretamente ao final do cromossoma (Campisi & Fagagna, 2007).
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A expressio da telomerase ocorre nas células de linhagem germinativa, nas células-
tronco e nas células neoplasicas, havendo nestas células uma regeneragdo dos teldmeros

e consequente prevengdo da senescéncia replicativa.

No entanto, a maioria das células “normais” apresenta pouca ou nenhuma atividade da
enzima telomerase, e assim sendo, os teldmeros sdo encurtados durante o crescimento

replicativo conduzindo consequentemente a senescéncia celular.

Contudo, a telomerase nic pode impedir a senescéncia causada por danos ndo-
teloméricos do DNA ou outros indutores de senescéncia (Blackburn, 2000; Teixeira &

Guariento, 2010; Campisi & Fagagna, 2007).

2.3 Senescéncia iniciada por danos no DNA

A senescéncia celular esta diretamente
associada a um controlo que ocorre durante o
ciclo celular garantindo as condigtes
apropriadas para a divisdo. Para tal regulagéo
ha proteinas com fungbes controladoras

positivas e negativas.

As proteinas reguladoras positivas sdo as CDK

(cinases dependentes de ciclinas), que sdo

ativadas somente em determinadas fases do

ciclo celular, possuindo atividade catalitica em

que realizam a fosforilagdo de proteinas

Figura 3: Senescéncia controlada pelas
) vias p53 ¢ pl6-pRb (Campisi & Fagagna,
ativadoras das CDK ao formar um complexo | 2007).

ciclina-CDK.

especificas, e as ciclinas, que atuam como

Realizando um controlo negativo do ciclo, e por isso envolvidas na senescéncia celular,

estdo as proteinas inibidoras de cinases dependentes de ciclina, que interagem com o
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complexo ciclina-CDK impedindo a sua atividade e as proteinas supressoras de tumor,

p53 e pRb, que atuam impedindo a divisdo celular (Figura 3).

A pRb (proteina retinoblastoma), atua como inibidora do ciclo celular, pois quando
ativa, liga-se ao fator de transcricdo E2F, impossibilitando a transcricio de genes

necessarios para o prosseguimento do ciclo.

O mecanismo molecular de senescéncia celular é desencadeado pela transcri¢do do

6IN](4:| 4ARF

locus INK4a/ARF, havendo a sintese e a acumula¢do das proteinas pl e pl

(Andreu et al., 2005).

A p16™* atua como uma proteina inibidora de cinase dependente de ciclina (CKI) e a
sua acurnulagdo leva a fosforilagdo de pRb, que se torna ativa e se liga a E2F,
impossibilitando a atuagfo deste na indugfo da transcri¢io de genes, conduzindo ao

bloqueio do ciclo celular (Alberts ef al., 2004).

A outra via de regulagdo do ciclo celular ocorre através da acumulagdio da proteina

4*RF que em condi¢des normais para a ocorréncia do ciclo celular encontra-se

pl
associada a proteina HDM2, responsdvel por estimular a degradagdo de p53 através da
ubiquitinagdo, processo em que a proteina é marcada por moléculas de ubiquitina com o
objetivo de ser reconhecida e degradada por proteossomas (Sharpless & Depinho, 2004;

Alberts et al., 2004).

Porém, com a acumulagdo de p14** ha a ligagio desta com HDM2, possibilitando que
a proteina p53 fique livre para a atividade fosforiladora de cinases, o que reduz a

afinidade d p53 com HDM2, diminuindo a sua degradagio (Andreu et al., 2005).

Uma vez fosforilada e em elevada concentragdo, a p53 torna-se ativa e atua como fator
de transcrigdo de p21, cuja fungdo se relaciona com a inibigdo das cinases dependentes
de ciclina conduzindo consequentemente & inativagdo de pRb (Narita, 2003; Sharpless
& Depinho, 2004; Alberts et al., 2004).
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E possivel que ocorram mutagSes graves no DNA em qualquer parte do genoma,
especialmente danos que provocam a quebra da dupla hélice de DNA (LAP), o que faz
com que ocorra senescéncia em diversos tipos celulares. Seja qual for a natureza dessas
mutagdes, elas podem fornecer sinais constitutivos para que a proteina p53 mantenha as

células em paragem de crescimento - senescéncia.

Ambos os danos, o encurtamento dos telomeros e mutagGes no DNA, podem
desencadear a senescéncia celular e dependem da proteina p53, sendo geralmente

acompanhadas através da expressdo de p21 (Campisi & Fagagna, 2007).

No entanto, em muitas cé€lulas, os danos no DNA e os telémeros disfuncionais também
induzem a pl6, embora com cinética atrasada. A pl6, proporciona em seguida, uma
segunda barreira para impedir o crescimento de células com DNA gravemente

danificado ou telomeros disfuncionais (Campisi & Fagagna, 2007).

2.4.  Senescéncia induzida por oncogenes

Os oncogenes, tém origem num proto-oncogene, um gene normal que controla a divisdo
celular, que quando mutado pode dar origem a um oncogene, contribuindo para a
progressdo do cancro {Nussabaum et al, 2007). As células respondem a muitos
oncogenes desenvolvendo mecanismos que as conduzem a senescéncia. Este fenomeno
foi observado pela primeira vez quando, uma forma do oncogene RAS, um transdutor
citoplasmatico de sinais mitogénicos, foi expresso em fibroblastos humanos.
Posteriormente, outros membros da via de sinaliza¢do de RAS assim como as proteinas
nucleares pro-proliferativas (por exemplo, a E2F-1), demonstraram provocar
senescéncia quando sobre-expressas ou expressas em oncogenes (Michaloglou et al.,

2005; Campisi & Fagagna, 2007).

Porque os oncogenes que induzem a senescéncia estimulam crescimento celular, a
resposta da senescéncia pode neutralizar a excessiva estimulacdo mitogénica, colocando
deste modo as células, em risco de transformaglio oncogénica (Campisi & Fagagna,
2007).



Senescéncia em Bactérias

2.5.  Senescéncia induzida por drogas citotéxicas

Existem inumeras drogas quimioterpicas capazes de causar danos graves no DNA.

Estas drogas induzem a senescéncia em células normais.

A quimioterapia classica tem como foco principal a eliminagdo das células tumorais,
conduzindo-as 4 morte. A senescéncia apresenta um papel importante no que diz
respeito ao impedimento do desenvolvimento tumoral, uma vez que, as células perdem

a capacidade proliferativa.

Estudos demonstram que o tratamento com baixas concentragdes com doxorrubicina
(DOX), estdo correlacionadas com a perda de crescimento celular € com alteragdes na
proliferacio celular exibindo um perfil semelhante ao do processo de senescéncia. Em
determinados tipos celulares, tais como as células de Jurkat (que correspondem a uma
linhagem de linfécitos T humanos), a daunorrubicina DNR induz um perfil de
altera¢des metabolicas semelthante ao da senescéncia celular (DiMicco ef al., 2006;

Campisi & Fagagna, 2007).

2.6. Senescéncia induzida por stress oxidativo

A fisiopatologia subjacente ao envelhecimento é reconhecida como uma consequéncia

de lesdio oxidativa (Haines et al., 2013).

Os radicais livres e as espécies reativas ao oxigénio (ROS) foram identificados pela
primeira vez em 1954 e sio cada vez mais descritos, como fatores envolvidos no

fendmeno do envelhecimento biolégico (Commenor et al., 1954; Nohl, 1993).

Organismos sujeitos a respira¢do aerdbia sfo frequentemente sujeitos a danos lentos
mas continuos dos seus componentes celulares, causados pelo stress induzido pelos

radicais livres.
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Os radicais livres podem ocorrer naturalmente devido a radiagdo ou pela utilizagdo de

O3 pelas células aerdbias.

O oxigénio ¢ uma molécula altamente reativa que pode formar ROS, incluindo o anido
superoxido (0™), peroxido de hidrogénio (H20;) e o grupo hidroxilo (OH). Estes
radicais livres causam danos em todos os constituintes celulares, particularmente nas
proteinas, nos lipidos membranares, assim como muta¢des do DNA (Powell et al.,

2000).

III. Modelo unicelular de senescéncia em eucariontes

Muitos dos estudos realizados sobre o envelhecimento
microbiano tem utilizado como modelo experimental a
levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). A
divisdo celular nesta levedura € assimétrica, com a célula
mde maior e facilmente distinguivel da célula filha (Figura

4). Em 1959, Mortimer ¢ Johnson, analisaram inicialmente a

vida reprodutiva das células de S. cerevisiage individuais.

Figura 4: Divisdio celular de

S. cerevisine Usando um micromanipulador, removeram fisicamente as
(hitp//www.dicat.csic.es/dicat/ . . N .
ca/201 1/248-la-temperatura- filhas recém-enxertadas apos cada divisdo, registando a data

controla-el-mensaje-genetico)

¢ o nimero de cada divisdo. Verificaram que em média na

célula-mae ocorreram 24 divisOes; sendo que a senescéncia foi evidente durante as
ultimas divisdes celulares dada a morosidade do processo de replicagdio que era
acompanhado por alteragdes morfologicas na célula mie, que incluiam a formagéo de

granulos refratarios e ou a lise celular (Stephens, 2005).

O envelhecimento replicativo na levedura ¢ uma fungio do nimero de divisdes
realizadas por uma (inica célula, ¢ pode ser quantificada pela enumeragéo de cicatrizes
que apresenta a superficie celular. A célula de uma levedura senescente apresenta uma

morfologia e fisiologia distinta das células jovens (Figura 5) (Powell et al., 2000).

16
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A métrica do tempo de vida da S. cereviseae ndo é
cronolégica, mas relaciona-se com o numero de
divisbes que uma unica célula pode realizar. O
nimero de filhas produzidas por uma célula-mie,
indica a idade relativa da célula, enquanto que o

potencial maximo de tempo de vida de uma célula é

referido como o limite de Hayflick (Powell et al.,
Figura 5: Cicatrizes da superficic
2000). celular da levedura
(htipz/mycor.nancy.inra. fr/blogGeno
mes/Tm=20100501)

A longevidade da levedura é determinada pelos genes e influenciada por fatores
ambientais; contudo, células com o mesmo gendtipo apresentam variagdes intrinsecas

da sua longevidade (Powell et al., 2000}.

Cada célula de levedura € capaz de se dividir um certo nlimero de vezes antes de
alcangar a senescéncia, na qual, deixa de ocorrer divisio e o metabolismo de morte é
iniciado. Esta forma de envelhecimento é conhecida como senescéncia replicativa e €

um fenémeno partilhado tanto por células de levedura como por células de mamiferos.

A senescéncia € uma consequéncia da cessagdo da replicagio e estd portanto
intimamente relacionada com a divisdo celular e consequentemente com o ciclo celular

(Powell et al., 2000).

17
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3.1. O ciclo celular da levedura Saccharomyces cerevisiae

G, O ciclo celular da levedura (figura 5) envolve
" a progressio através de uma série de eventos,

\ a replicagdo incorpora todos os eventos

R ’ associados a4 preparagdo, produgio e

libertagédo de células-filha (Walker, 1998).

M GJ
K ,/ O ciclo celular pode ser dividido em 5 fases

(Figura 6):

Figura 6: Ciclo celular da levedura
(Powell et al., 2000)

G1: que precede a iniciagdo da replicagéo do
DNA cromossomico e representa a fase de crescimento em que as células devem atingir
um tamanho minimo antes de progredir através do restante ciclo celular. As células de
crescimento lento tém um tempo adicional que é gasto na fase G1. Além disso, células
filha que nunca produziram descendéncia sdo menores do que as suas correspondentes
células-mie e por isso, tém mais fases em Gl. Esta diferenga é conhecida como
assimetria entre a célula-mie e a célula-filha, onde as células mde e filha sdo
distinguidas tanto pelo tamanho da célula como pela taxa de divisdo (Lew & Reed,
1995).

START: as células que passam em START sdo forgadas a completar a divisdo, ou seja,
nesta fase os fatores ambientais como o stress externo ou défice de nutrientes, ndo sdo
capazes de impedir a divisdo celular. Durante o crescimento exponencial, a proporgédo
de células que progrediram através do Start ¢ mais ou menos igual (50%-50%). A falta
de progressdo através do START, resulta na paragem da divisdio celular e entrada na

fase estacionaria — GO (Powell er al., 2000).

GO: ¢ um estado “fora do ciclo” durante o qual ndo ocorre nenhum aumento no nimero
de células. A entrada em GO é desencadeada por fatores ambientais adversos, um dos

quais o esgotamento de nutrientes (Stewart, 1996).
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A fase estaciondria, ¢ um fendtipo reversivel, pois estabelecendo-se condigdes
ambientais corretas, as células de levedura saem de GO e reentram no ciclo celular, para

iniciar um novo ciclo de divisdo celular.

S: assim que proporcionadas todas as condigdes para que a célula complete START e o
restante da fase G1, pode em seguida progredir para a fase S, onde 0 DNA é replicado e

o niicleo migra, separando a célula méae da célula filha (Powell et al., 2000)

Apos mais uma fase de repouso, G2, a célula entra em fase M.

M: € na fase M que ocorre a mitose seguindo-se a divisdo celular, emergindo o “filho” a

partir de dentro do anel de quitina (Nurse et al., 1998).

3.2. A senescéncia e o ciclo celular

A senescéncia é atingida quando a divisdo final da célula foi alcancada ¢ ¢€

permanentemente retirada para a fase GO.

As células senescentes, param o seu crescimento em Gl e perdem a capacidade de
entrar na fase S, provavelmente devido A repressdo de genes cruciais reguladores do
processo de crescimento. No entanto, tais células podem permanecer vidveis e
metabolicamente ativas por um longo periodo de tempo. Durante as replicagdes que
antecedem este estado, a célula é suscetivel de adquirir mutagdes, que eventualmente,
resultam no desenvolvimento do fendtipo do envelhecimento (Powell ef al., 2000;

Sinclair et al., 1998).

3.3.  Caracteristicas fenotipicas associadas ao envelhecimento ¢ senescéncia

Ao longo do processo de senescéncia ocorre a diminuigio da atividade metabdlica
acompanhada de miltiplas alteragdes fisiologicas. Sendo a senescéncia, caracterizada,
por aumento da taxa de mutagdes e alteragdes metabolicas conducentes & paragem da

divisdo celular. Alguns destes aspetos sdo expressos universalmente, sendo partilhados
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por todos os tipos celulares, porém outros podem depender do género, espécie ou

mesmo estirpe especifica (Powell et al., 2000).

Nas leveduras, o envelhecimento resulta de alterages irreversiveis que vdo determinar
o fenotipo da senescéncia. Este fenotipo aparece gradualmente ao longo de vida e a
ocorréncia de certas modificagdes apresentam-se como biomarcadores na determinagio

da idade da célula.

Algumas alteragées morfologicas associadas ao envelhecimento ocorrem com o
objetivo de neutralizar outros aspetos potencialmente prejudiciais para a longevidade,
tais como, o processo de enrugamento da superficie celular que € suscetivel de
compensar a diminuicio da drea superficial; a acumulagio de grdnulos refratdrios
contendo lipidos; a variagdo da expressdo genética, sendo que nas drosdfilas esta
variagdo € tanto qualitativa como quantitativa, permitindo que as células sintetizem

proteinas e enzimas adequadas as diferentes fases da vida 1til (Barker & Smart, 1996).

34, Mecanismos de envelhecimento e senescéncia em S. cerevisiae

Uma das hipéteses explicativas para o processo de senescéncia da S. cerevisiae,
estabelece uma relagdo entre o impedimento da divisdo celular € o volume da superficie
célula. A medida que as células envelhecem, elas aumentam o seu tamanho, implicando
que uma vez atingido o tamanho critico, a senescéncia é iniciada. Demonstrou-se que as
variagdes de volume da célula ndo afetam a vida util. Além disso, o controlo do
tamanho celular através da administragdo de ciclinas ndo influencia o processo
envelhecimento. Mortimer & Johnston (1959), sugeriram que a ocorréncia de um
numero crescente de cicatrizes pode limitar a disponibilidade da area de superficie para
que ocorra uma nova gemulacio e para permitir a troca de nutrientes com o meio

ambiente. Estudos revelam que o nimero de cicatrizes tem pouco efeito na longevidade.

Assim o tamanho da célula e o nimero de cicatrizes ndo sdo de per se iniciadores do
processo de senescéncia, mas artefactos relacionados com o envelhecimento (Kennedy

et al., 1994).
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Outra hipétese para o envelhecimento celular, € de que a capacidade de divisdo celular é
limitada pelo comprimente dos telémeros. Sendo este fendmeno identificado em
multiplos organismos e pode ser considerado como um relogio biolégico que determina
o nimero de divisbes anteriores ao desenvolvimento do processo de senescéncia (Chiu

& Harley, 1997).

No entanto, na S. cerevisiae, as estirpes exibindo telomeros de varios comprimentos
mostram longevidades semethantes, tendo sido sugerido que o encurtamento dos

telomeros pode ndo ocorrer nas células de levedura (Powell et al., 2000).

3.5. Mecanismos implicados na senescéncia em S. cerevisiae

Contudo, outros mecanismos tém sido implicados na progressdo do envelhecimento e
senescéncia, tais como: fatores senescentes citoplasmaticos; senescéncia e genes
especificos da juventude; danos e reparacio do DNA, danos oxidativos, e integridade

mitocondrial (Powell et al., 2000).

3.5.1. Fatores de senescéncia citoplasmaticos

Um fator envolvido no processo de envelhecimento descrito como potenciaimente
causador, € a presenca de um fator citoplasmdtico difusivel ou fator de senescéncia, que

se acumula nas mies e é transmissivel as filhas (Egilmez & Jazwinski, 1989).

Dentro da célula filha, este agente ¢ diluido, degradado ou inativado para permitir que a

célula apresente um ciclo de vida completo.

Contudo, na célula mie, o agente € retido e acumulado em cada divisdo, desencadeando

a senescéncia (Egilmez & Jazwinski, 1989; Kennedy et al., 1994).

Embora a identidade e fun¢éio deste fator permanega desconhecida, foi sugerido que o

fator de senescéncia possa estar sob controlo genético.



Senescéncia em Bactérias

Um dos candidatos para este fator de senescéncia citoplasmatico sdo os circulos de
DNAr extra cromossomico (ERC). O DNAr da levedura, localizado no cromossoma XII
da origem a formas circulares de repeti¢es de DNAr Gnico conhecido como “pop outs™

ou ERC’s (Sinclair et al., 1998).

Observou-se que os ERC’s se acumulam nas células-mde e que induzem
prematuramente o fendtipo de senescéncia se inseridos nas células filha (Sinclair &

Guarente, 1997).

3.5.2. Genética do envelhecimento

Postulou-se que o envelhecimento ocorre tanto por inibi¢do de proteinas ¢ enzimas
essenciais para o processo metabdlico, tais como, enzimas de reparagdo de DNA ou
antioxidantes, ou, alternativamente, através da ativagdo do gene que causa a produgdo

de proteinas que inibem diretamente a sintese de DNA (Powell et al., 2000).

Alguns genes que influenciam a longevidade da levedura foram identificados. Os genes
LAGI (longevity-assurance gene 1) ¢ LAG2 (longevity-assurance gene 2), sdo
expressos preferencialmente em células jovens, indicando que os produtos das proteinas
exercem um efeito nesta fase de vida. As fungdes especificas destes genes ndo séo ainda

conhecidas.

A inativagdo do gene LAG?2 induz uma redugfo drastica no tempo de semi-vida da S.
cerevisiae, enquanto que, a sua sobre expressdo provoca um aumento significativo da
longevidade (Childress ef al., 1996; Jazwinski, 1995).

Os genes RAS podem alterar a longevidade, pois fazem parte das vias de transducdo de

sinal envolvidas na detegdo do estado nutricional € na resposta ao stress.

A sobre expressdo de R4S/, ndo induz um aumento da longevidade. Contudo, a delegdo
do gene RASI e a sobre expressio de RAS2, demonstra aumentar a esperanca de vida em

30% (Sun et al., 1994).



Senescéncia em Bactérias

3.5.3. Stress oxidativo e a teoria dos radicais livres do envelhecimento

As leveduras sendo seres unicelulares sujeitas a respira¢@o aerébia, tal como explicado
no ponto 2.6, estio igualmente sujeitos a danos lentos mas continuos dos seus

componentes celulares, causados pelo stress dos radicais livres.

3.5.4. Danos e reparacgio do DNA

O silenciamento, a reparagdo do DNA e a estabilidade do genoma, sdo mecanismos

importantes na determinagfio da expectativa de vida.

A analise genética de individuos que exibem um aumento do tempo de vida durante o
stress induzido por privagdo de nutrientes, conduziu a identificagdio de 4 genes, genes
esses, que estdio envolvidos na reparagdo e integridade do DNA, estando
consequentemente implicados no mecanismo de envelhecimento e senescéncia das
leveduras. O gene SIR4 pertence a familia dos genes SIR e apresenta vérias fungdes, tais
como, o silenciamento cromatico e a repressio de genes situados proximo de telomeros
(efeito da posicdo do telomero). Este gene, € importante na regulagio do tempo médio
de vida e pode desencadear a senescéncia silenciando um gene de resposta ao stress,
denominado, AGE. As proteinas SIR, estdo envolvidas na reparagio do DNA e na

protegdo do nucléolo (Kennedy ef al. 1995 ; Osiewacz, 1997; Sinclair ef al., 1998).

Outros genes implicados na reparacdo e integridade do DNA encontram-se envolvidos
nos mecanismos de envelhecimento e senescéncia da S.cerevisiae. O gene SGST (slow-
growth-suppresser) para além de ser um gene que codifica uma helicase de DNA da
levedura, é também um gene que assegura a longevidade e cuja eliminagdo reduz o

tempo de vida da S.cerevisiae (Sinclair & Guarente, 1997).

RADY é também um gene envolvido na regulagdo do “checkpoint™ do ciclo celular,
sendo que a sua dele¢do tem um efeito marcante na redugéo da longevidade (Kennedy et

al., 1994).
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3.5.5. Danos no DNA mitocondrial e envelhecimento

As mitocondrias sdo organelos que sdo simultaneamente fonte e alvo dos ROS, devido a

sua proximidade com os radicais livres produzidos pelo metabolismo (Wei ef al., 1998).

Apesar do DNA mitocondrial (mDNA) estar exposto aos mesmos agentes mutagénicos
que o DNA nuclear, o DNA mitocondrial é muito menos estdavel do que o DNA nuclear
porque contrariamente a este ndo apresenta proteinas de estabilizagdo (histonas). Assim
sendo, 0 mDNA vai sofrer danos irreparaveis ao longo do tempo, conduzindo a uma

disfun¢do mitocondrial e ao consequente envelhecimento (Powell ef al., 2000).

Deste modo, tem sido enfatizada a hipotese de que as mitocOndrias apresentam um

papel ativo no processo de envelhecimento (Powell ef al., 2000).

As proteinas transmembranares mitocondriais codificadas pelos genes BAP37 ¢ PHBI,
sd0 necessdrias para garantir a longevidade. O DNA mitocondrial € necessdrio e
fundamental para a resisténcia das leveduras ao stress oxidativo (Coates et al., 1997;

Grant et al., 1997).

Dado que a mitocondria é uma das fontes principais de ROS, tem sido sugerido que
uma disfun¢do mitocondrial pode conduzir a diminuicdo dos niveis de stress (Longo et
al.,, 1996, Guidot et al, 1993) e, por conseguinte, a uma maior longevidade.
Alternativamente, a exigéncia energética de captadores de radicais livres implica que o
tempo de vida seria alargado na presenga de mitocdndrias funcionais (Grant et al.,

1997).
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IV.  Senescéncia em procariontes

As bactérias foram as primeiras e tinicos organismos na Terra durante aproximadamente
dois bilhdes de anos (Ackermann, 2008). Durante muito tempo, descreveram-se estes
microrganismos unicelulares como seres que ndo eram afetados pelo processo de
envelhecimento, sendo a sua morte causada apenas por fatores externos. Se assim fosse,
significaria que por um longo periodo de tempo, todos os organismos eram
potencialmente imortais e que esta imortalidade apenas se teria perdido em detrimento

de formas de vida mais complexas (Ackermann, 2008).

Esta ideia era baseada no facto das bactérias se reproduzirem assexuadamente por fisséo
bindria, ndo conservando os seus constituintes tanto intactos como danificados. Ou seja,
era assumido, que apos cada divisdo celular, ambas as células seriam igualmente jovens

¢ portanto, nunca chegariam a passar por um processo de envelhecimento.

Contudo, alguns autores expressam diferentes opinides. Partridge e Barton,
consideraram que alguns sistemas unicelulares simples, por sofrerem divisdo
assimétrica, permitindo uma completa distingio entre a célula-mde e a célula-filha,

estariam sujeitas a um processo de envelhecimento subjacente (Nystrom, 2007).

Tom Kirkwood, por sua vez, argumentou que, em termos tedricos, para sistemas
unicelulares simples que se dividem por fissdio binaria, a segregagdo de danos
irreparaveis poderia ser realizada apenas por uma das células conduzindo a deterioragio
da mesma. Isto confere uma vantagem seletiva, pois deste modo, a outra célula,
completamente rejuvenescida € sem componentes danificados, teria uma capacidade

reprodutiva maxima (Nystrom, 2007).

Havendo a percegdo que, no que diz respeito aos microrganismos, a medida critica de
envelhecimento podera estar relacionada com a redugdo na capacidade reprodutiva,
havendo um aumento dos intervalos entre geragdes, resultando numa redugdo do

numero de descendentes.
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4.1. Senescéncia numa bactéria com divisio assimétrica: Caulobacter crescenius

Figura 7: Caulobacter crescentus

(retirado de Skerker & Laub, 2004).

A bactéria Caulobacter crescentus (C.
crescentus), é um microrganismo aquatico de
Gram-negativo, ndo patogénico, (Skerker &
Laub, 2004; Manga et al., 1999) que apresenta
uma caracteristica incomum entre 0s
procariotas, que consiste na sua divisdo
assimétrica (Figura 7). Apesar de ndo ser a
unica bactéria a fazé-lo, esta diferenca evidente
entre a célula-mée e a célula-filha fez com que
esta bactéria fosse muito estudada como um
modelo para o desenvolvimento celular

(Stephens, 2005). Tendo sido relatada como, a

primeira bactéria que apresentava envelhecimento replicativo (Nystrom, 2007).

4.1.1. O ciclo celular de Caulobacter crescentus:

A progressdo através do ciclo de vida Caulobacter crescentus requer a coordenagéio

precisa de alteragdes morfologicas, metabolicas e eventos do ciclo celular (Figura 8).
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Figura 8: Progressdo ao longo do ciclo celular da Caufobacter crescentus (retirado de Skerker
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O ciclo de vida comega com uma célula moével, quimiotditica designada de célula
‘swarmer’ . Este tipo de célula possui um Gnico flagelo polar, que € usado para lhe
conferir motilidade e por um pili polar do tipo IV que medeiam a adesdo a superficies
s6lidas tanto biéticas como abidticas. A célula ‘swarmer ndo pode iniciar a replicagéo
do DNA, permanecendo em fase Gl com um f(nico cromossoma. Em resposta a
determinados sinais, a célula ‘swarmer’ diferencia-se numa célula ‘stalked’. Durante
esta diferenciagfio, o flagelo polar € libertado e os pili polares encontram-se retraidos.
No local onde se encontrava o flagelo, é produzida uma haste, que € uma fina extenséo
tubular da membrana da bactéria. Em simultineo com esta transi¢do morfologica, a
célula entra na Fase S iniciando assim a replicagdo de DNA (Skerker & Laub, 2004;

Stephens, 2005).

A replicagdo do DNA e a segregacdo dos cromossomas da célula filha em extremidades
opostas da célula em crescimento, ocorre durante a fase S e numa fase breve mas
distinta, designada de fase G2. Anteriormente a ocorréncia da citocinese, a célula em
crescimento localizada no lado oposto a célula ‘stalked” emite um novo flagelo e
comeca a formar um novo pili. Assim que o flagelo esteja concluido, a divisdo celular
prossegue, produzindo duas células-filha que sdo fisiolégica e morfologicamente
diferentes. Uma das células é uma célula ‘stalked’ que reinicia imediatamente o ciclo
celular, entrando em fase S, a outra célula-filha € uma célula ‘swarmer’, cujo flagelo lhe
confere motilidade, abandonando entdo a célula ‘stalked’ a procura de nutrientes.
Posteriormente, esta célula vai acabar por perder o seu flagelo, crescendo a sua prépria
haste, sendo-lhe permitido aderir a uma nova superficie e continuar o ciclo celular. Por
outras palavras, a célula ‘swarmer’ n3o pode iniciar a replicagdo do DNA antes de

ocorrer a diferenciagdo celular desta em célula ‘stalked’ (Skerker & Laub, 2004,

Stephens, 2005).

Pelo facto da célula ‘stalked’ se encontrar naturalmente imobilizada, e a ‘swarmer’
apresentar mobilidade, a bactéria C. crescentus oferece um modelo ideal para a

observagéo do fendmeno de senescéncia (Stephens, 2005).
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4.1.2. Modelo experimental da bactéria C. crescentus

Ackermann ef al. realizaram uma experiéncia onde estudaram bactérias individualmente
através longo periodo de tempo e sob condi¢des de crescimento ideais. Para isso
conceberam uma cdmara de fluxo simples, sobre a superficie de uma ldmina de
microscopio. Estes investigadores, inocularam células ‘swarmer’ jovens para o canal e
aguardaram que estas se diferenciassem em células ‘stalked’. Durante a diferenciagio,
as células ligaram-se as paredes da cAmara, assim como, a superficie do vidro, onde
foram nutridas e oxigenadas por um fluxo de meio com nutriente. As células foram
fotografadas em intervalos de 10 minutos durante vérios dias. Os intervalos de tempo
entre as divisdes das células foram calculados e analisados em fungdio da idade da

bactéria (Ackermann, 2008; Stephens, 2005).

Ao longo de aproximadamente 100 geracdes, Ackermann, et al., observaram que o
tempo médio de divisdo duplicou, passando de 2,6 horas, até alcangar valores superiores
a 5 horas por divisio. Para controlar possiveis efeitos nocivos causados por um longo
periodo de observagdo, os investigadores estudaram o processo de diferencia¢io de
células ‘swarmer’ em células ‘stalked’ e observaram que apesar das células ‘stalked’
cujo ciclo reprodutivo ja se encontrava em declinio deram origem a novas células
‘stalked’ que apresentaram um tempo medio de divisdo idéntico ao das células-mée no
inicio da experiéncia. Sendo que a passagem pela fase ‘swarmer’, aparentemente

rejuvenesce estas células (Ackermann ef al., 2003; Stephens, 2005).

4.2, Causalidade final para assimetria

Existira uma vantagem em produzir células-filha com potencial reprodutivo desigual ou
a assimetria serd provocada por constrangimentos acidentais, fisicos ou metabodlicos,
que ndo tém nenhuma influéncia ébvia sobre a aptiddo? Na tentativa de elucidar os prés
e contras da divisdo simétrica e assimétrica bacteriana, Watve ef a/. (2006) modelaram o
crescimento e a propagacfio dos componentes limitantes do crescimento de um sistema.
O modelo aponta para que a divisdo assimétrica favorega o crescimento rapido,
enquanto que os resultados de simetria favorecem um crescimento lento, mas mais

eficiente, com um rendimento de crescimento mais elevado. Utilizando o mesmo tipo de



Senescéncia em Bactérias

abordagem, Ackermann et al. (2007) descobriram que uma diferenciagdo entre uma
célula parental envelhecida e uma célula rejuvenescida da sua progenia, rapidamente
evolui para lidar com os danos autoinfligidos. Além disso, a segregacdo assimétrica de
danos que ndo possam ser reparados pode ser benéfica em densidades celulares elevadas
e taxas de replicacdo lentas. Também, mediante pressdes externas transitérias que
atingem niveis letais, uma segregagdo assimétrica de danos irrepardveis pode permitir a
sobrevivéncia do clone em detrimento das células de “tipo matriz ", nas quais o dano €
retido. Assim, diferentes tipos de modelos e simulagdes sugerem que a assimetria
especifica entre células provenientes da mesma célula-mie pode fornecer ao sistema
uma vantagem fisica (Watve er al., 2006; Ackermann et al., 2007; Fredriksson &

Nystrom, 2006; Nystrom, 2007).

No entanto, o esclarecimento acerca da natureza dos componentes criticos (fatores de
envelhecimento), sera fundamental para estimar os custos energéticos para a segregacio
de danos contra os custos da remogédo de danos (assumindo os danos como sendo pelo

menos em parte responsdveis pelo envelhecimento bacteriano) (Nystrom, 2007).

4,3. Senescéncia numa bactéria com divisido simétrica: Escherichia coli

A levedura S. cerevisiae e a bactéria C. crescentus apresentam uma divisdo que €
abertamente assimétrica. A pergunta que se coloca ¢ se esta assimetria seria realmente
necessdria para o envelhecimento e senescéncia ocorrerem, como alguns investigadores

tém argumentado (Stephens, 2005).

A bactéria Escherichia coli (E.coli) é uma bactéria de
Gram-negativo, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. Estas bactérias podem ser aerdbias

ou anaerdbias facultativas, e assumem a forma de bacilo.

Possuem miiltiplas fimbrias ou pili, dispostos & volta de

Figura 9: Escherichia coli toda a célula, que sdo importantes para a sua aderéncia a
{htip//4.bp.blogspot.com-

PAQ6Wdb85Mw/TerL535ti3VAA
AAAAAASCE/p- a sua mobilidade (Figura 9) (Strohl ef al., 2004).

superficie das muscosas do hospedeiro, assim como para

ewK 1 Ssoil/s1 600/e-coli.jpg).
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A E.coli é atualmente uma bactéria amplamente utilizada nos campos da ciéncia e

industria (Figura 10).

4.3.1. Sera esta citocinese completamente simétrica?

Eric Stewart ef al, (2005), publicaram um
estudo no qual observaram o envelhecimento
em bactérias,usando como modeloa bactéria
Escherichia coli (Stewart et al., 2005,
Stephens, 2005). O ponto fulcral deste
estudo incide no facto de que bactérias desta
espécie nio mostram uma diferenga visivel
entre mae e filha, dividindo-se em duas

células aparentemente idénticas.

No entanto, uma andlise mais aprofindada
revelou que esta identidade € apenas
superficial, pois até mesmo uma divisdo
superficialmente simétrica produz dois polos
celulares distintos. Esta bactéria em forma
de bastonete tem duas extremidades (polos),
e estes dois polos que se dividem
encontram-se¢ em idades diferentes (Figura
11) (Ackermann, 2008).
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Figura 11: Representagiio esquemdtica de
possiveis fatores de envelhecimento num
modelo bacteriano cuja divisdo bindria tem um
comportamento simétrico (Nystrom, 2007).
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Consequentemente, uma das duas células que emergem da citocinese tem um polo mais
‘velho’, contendo proteinas, parede celular, e estruturas subcelulares antigas, isto €, este
polo vai segregar a cadeia de DNA parental, herdando predominantemente as moléculas
de DNA citotoxico, assim como as moléculas de DNA danificado ou até mesmo
algumas moléculas degradadas e potencialmente citotoxicas, tais como agregados de

proteinas no citoplasma (Ackermann, 2008; Pennington, 2007).

A outra célula tem um polo mais ‘jovem’, que consiste em estruturas biolégicas que
foram sintetizadas de novo durante o processo de divisdo. Como resultado, a célula com

o polo velho pode ser considerada uma célula-mde e a outra, uma célula-filha

(Ackermann, 2008).

Por sua vez, quando estes descendentes se dividem, duas bactérias pertencentes a
segunda gera¢iio herdam um polo que é agora duas geragdes mais velho, juntamente
com um nove polo. As outras duas bactérias de segunda geracdo tém um polo velho,

juntamente com os seus novos polos (Figura 12) (Stephens, 2005).
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Figura 12: Representagdo esquematica das divisdes celulares em E. coli, simétrica no que concerne
ao tamanho e massa, contudo origina polos celulares com idades diferentes (Stephens, 2005).
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As bactérias E, coli com o pole ‘velho’ apresentam um aumento progressivo no seu
tempo de geragdo. As razdes apontadas para este declinio na aptiddo fisioldgica podem
estar relacionadas uma variedade de condicionantes, tais como: o facto de terem
herdado material da membrana celular antigo pode reduzir a sua capacidade de defesa
contra 0 meic ambiente; também a segregacdo de moléculas citotéxicas pode resultar na

deterioragdo da célula com o poio ‘velho’ (Nystrom, 2007).

A consequéncia desta separacdo de danos, para além de causar uma redugio na aptidio,
também se prende com o facto da célula com o polo ‘velho’, ao herdar componentes
danificados, mesmo na auséncia de citotoxicidade, vai promover o deslocamento das
atividades relacionadas com o crescimento e divisdio celular, dando prioridade aos

sistemas que regulam a manuteng¢do (Nystrom, 2007).

Curiosamente, aquando a observagiio direta destas células por microscopia foi
observado que as células-mie eram tais como as observadas nas experiéncias com C.
crescentus. Uma vez que as bactérias E. coli categorizadas como célula-mée atingem
uma idade de oito a dez divisdes, diminuem a sua taxa de crescimento em cerca de 3%.
Tal indica que o envelhecimento pode ser um fendmeno geral em bactérias, e ndo
restrito a bactérias com uma diferenga morfolégica 6bvia entre célula-mée e célula-filha

(Ackermann, 2008).

4.3.2. Modelo experimental de E. coli

A suspeita de que até a divisdo superficialmente simétrica produz dois polos celulares
distintos (um polo “velho” com componentes que ja se encontravam presentes na célula-
mie e um polo “novo” que é formado durante a divisdo celular) conduziu & realizacio

de varios estudos (Stephens, 2005).

Stewart ef al. cultivaram células de E.coli em microcolonias de agarose sobre uma
superficie, tornando-as relativamente imdveis. Sob estas condig¢des as células adquirem
orientagdes definidas, e foram observadas durante nove geracdes (Stewart, et al., 2005).
Os intervalos de tempo entre cada geragdo foram calculados e correlacionados com a

idade dos polos da célula (Stewart, ef al., 2005).
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O custo do processo de envelhecimento em E.coli sob estas condigbes conduziu a
conclusdo de que o envelhecimento dos polos celulares tem consequéncias deletérias
significativas. As células que herdam o polo de duas geragdes anteriores crescem cerca
de 2% mais lentamente do que as células que herdam o polo apenas da geragdo anterior,

sendo os efeitos do envelhecimento polar aditivos a cada geragéo (Stephens, 2005).

Durante o tempoe decorrido nesta experiéncia (6 horas), o grupo de células com o polo
“velho” produz menos cerca de 3% de biomassa de descendéncia do que os seus
115 ol = . L0
irmdos” que herdam os polos mais recentes. Reparou-se ainda que as bactérias que
herdam os polos mais antigos demonstram ser as mais propensos a parar completamente
o seu crescimento, contudo este estudo ndo atentou determinar se as células em paragem

de crescimento estavam mortas (Stephens, 2005).

Estes investigadores observaram ainda que em competicdo, estas células seriam
rapidamente substituidas por concorrentes que nio envelhecessem, mas apenas se o
custo de reparagio ou substituicio de componentes danificados para evitar a

senescéncia ndo fosse igual ou superior (Stewart, ef al., 2005).

Dependendo do prego a pagar para evoluir e operar sistemas de reparagio “perfeitos”,
uma solugdo mais eficaz poderia ser a particdo de materiais danificados para apenas
uma das células descendentes. Esta possibilidade é apoiada ¢ fundamentada através da
observagdo de que as proteinas danificadas por oxidagdo sdo seletivamente retidas nas

células mde de S. cerevisiae apds a divisdo (Aguilaniu et al., 2003).

Usando tal estratégia de particionamento, algumas cé€lulas acumulam componentes
irreparavelmente danificados, comprometendo o seu potencial reprodutivo, a fim de
criar um descendente rejuvenescido com capacidade reprodutiva maxima (Stephens,

2005).
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4.3.3. Trade-off entre reproduciio e manutengio

Existem resultados que demonstram que existe uma relagéio de compromisso (um trade-
off) entre a reprodugdo e manutengdo em E. coli, sendo discutidas no dmbito da teoria
de envelhecimento. A explicagdio molecular para este trade-off inclui a competigfo do
fator sigma pela ligacdo 28 RNA polimerase, explicando-se que a qualidade do ambiente
pode ser percebida e traduzida em sinais intracelulares que controlam a alocagiio de
recursos entre as atividades de manutengéo e reprodugdo. Além disso, os dados apontam
para uma ligagdo entre a precisdo de translagéo e oxidagdo de proteinas em bactérias E.
coli senescentes destacando que pode haver ensinamentos a aprender a partir deste

sistema modelo também no 4mbito da biologia dos radicais livres ¢ do envelhecimento.

Durante a paragem de crescimento, as bactérias sdo altamente resistentes a uma
variedade de tensbes secundarias externas tais como calor, oxidantes e pressdo
osmatica. Esta resisténcia deve-se a um fendmeno conhecido como “protegdo cruzada”
induzida na fase estaciondria. Esta protegdio cruzada deve-se a indugfio de genes durante
a fase estacionaria, genes esses que codificam proteinas com fungdes especificas na

protegdo da célula contra tensdes externas (Nystrom, 2002).
4.3.3.1. Redes reguladoras do trade-off entre manutengfo e reproducio

Existemn duas grandes redes reguladoras responsaveis pela protegdo de danos durante o
estado ndio proliferativo em FE.coli, mais especificamente a protecdo cruzada, que
depende em grande medida dos fatores de transcrigéo ¢° (codificado por rpeS) e ¢’

(codificado por rpoH) (Fredriksson & Nystrom, 2006).

O fator de transcri¢iio ¢° é essencial aquando adefesa de efeitos do stress. Este fator de
transcricdo, aquando em condi¢des de falta de nutrientes e aumento de stress celular, é
acumulado e, e dirige-se e liga-se 3 RNA polimerase. O factor de transcrigio o°
demonstrou reduzir a carbonilagdo de proteinas induzidas pela privagdo de nutrientes,
uma modifica¢io irreversivel, que é amplamente utilizada para a detegdo de danos
oxidativos de proteinas numa variedade de organismos (Nystrom, 2002; Fredriksson &

Nystrom, 2006).
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O fator 6’2 é comumente designado como reguldo de choque térmico. Além disso, as
proteinas de choque térmico (HSPs) o*, prolongam a vida util dos organismos
superiores quando superproduzidos ectopicamente, ¢ tais efeitos sobre a senescéncia
podem estar relacionados com um possivel papel de HSPs na luta contra a oxidagfo de
proteinas. De facto, a superproducdo do fator de transcri¢io de HSP o2, demonstrou
reduzir a carbonilagéo de proteinas em células de E. coli que entram na fase estacionaria

(Fredriksson, et al., 2005).

Se um destes dois fatores o for eliminado, as células morrem mais rapidamente na fase
estaciondria, acelerando assim a senescéncia (Nystrom, 2002; Fredriksson & Nystrom,

2006).

Os membros do regulio ¢° sdo um conjunto diverso de proteinas cujas fungdes se

sobrepdem com as dos genes reguladores daf -16 da Caenorhabditis elegans.

O fator de transcricio DAF- 16 fork-head € um regulador chave na formacdo Dauer

S orienta o

induzida pela falta de nutrientes. Como tal este regulador, tal como o
aparelho de transcricdo de genes envolvidos na protecdo contra choque térmico e

agentes oxidantes (Larsen, 1993; Yasuda, e/ al., 1999; Nystrom, 2002).

A sobre expressio de DAF-16 estende o tempo de vida dos nematodes adultos,
enquanto que a sua inativagio acelera o envelhecimento ¢ provoca um aumento do dano

oxidativo de proteinas (Yasuda, et al., 1999).

Do mesmo mode, os mutantes E. coli carecendo de o°, exibem senescéncia acelerada
assim como niveis elevados de danos oxidativos nas proteinas durante a fase

estacionaria {(Hengge- Aronis, 2000; Nystrom, 2002).

Em E.coli, para além de ¢°, demonstrou-se serem também necessdrias proteinas de
defesa primadrias, tais como: superdxido dismutase, catalases, glutarredoxina 2. Todas
elas tratam-se de enzimas antioxidantes necessidrias no combate contra a oxidacdo de

proteinas, especialmente na fase estaciondria (Vlamis-Gardikas, 2002).
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No caso de Salmonella, tanto ¢° ¢ ¢* demonstraram ser necessarias para a protegio

contra danos oxidativos em fase estaciondria.

Mutantes com falta de of reduziram a sobrevivéncia durante a fase estaciondria, e

aumentaram a suscetibilidade ao stress oxidativo (Testerman, et al., 2002).

As células de uma estirpe de Salmonella com faita tanto de 6* como ¢°, tornaram-se nio
- vidveis apos 24 horas em fase estaciondria, mas a sobrevivéncia destes mutantes &
completamente preservada sob condi¢es anaerdbicas em fase estacionaria (Testerman,
et al., 2002).

Isto refor¢a o argumento de que os danos oxidativos sdo um dos principais mecanismos

de reducdo da viabilidade microbiana durante periodos de privag@o de nutrientes.

Surpreendentemente, demonstrou-se que as mutagdes no gene que codifica as ¢° sdo
comuns em muitas populagdes de E. coli naturais e de laboratorio. Isto pode ser
explicado, em parte, pelo facto de que existe uma vantagem seletiva em perder o gene
o’ durante o crescimento em condi¢des favoraveis (auséncia de stress). A perda de ¢®
em populagdes em crescimento num bioreactor com restricio de glucose ¢
acompanhada por uma expressdo elevada dos genes que contribuem para a aptidao, tais

como genes que codificam os sistemas de absorcdo de glucose (Notley-McRobb, 2002).

Assim, parece haver um “frade-off” entre as fungdes relacionadas com a reproducéo € as

relacionadas com a manutencio e com a resisténcia ao stress (Nystrom, 2002).
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Figura 13: Modelo para o trade-off entre reprodugfio e sobrevivéncia (Nystrom, 2002),

4.3.3.2. Trade-off como consequéncia da competicio do fator sigma

O modelo é baseado no argumento de que a RNA polimerase (RNAp) é limitante para a
transcrigdo. O conflito entre as atividades de proliferagdo (principalmente dirigidos pelo
fator sigma de limpeza, 6’°) e manutengdo (principalmente dirigido por ¢°) provem da
competico do fator sigma pela RNA polimerase (Fig. 13). Uma subtil superprodugéo
de ¢™° efetivamente encerra a transcrigdo de genes que exigem o° e as células tornam-se
sensiveis ao stress. Além disso, a sobre-expressdo de RpoS, que codifica ¢*, atenua a
expressdo de genes que requerem o . Este antagonismo entre os fatores sigma é
regulado pelo nucleotideo ppGpp, que se acumula durante condigSes ambientais

desfavoraveis (Nystrom, 2002; Jishage, ef al., 2002).

Muitos dos genes que requerem fatores sigma alternativos mostraram ser dependentes

da ppGpp para a sua indugéio (Nystrom, 2002).
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A dependéncia de ppGpp esta relacionada com a sua capacidade para facilitar a ligagéo
de fatores sigma alternativos (¢° € 6*°) que competem com o pela RNA polimerase

(Jishage, er al., 2002).

Este facto, faz parte da resposta rigorosa que permite que os fatores sigma alternativos
funcionem eficazmente em conjunto com ¢'° durante o aumento das necessidades de

manutengdo (Nystrom, 2002),

Como resultado, enquanto os niveis de ppGpp sdo baixos, sinalizando que o estado
nutricional do meio ambiente é favoravel para o crescimento, o aparelho de transcrigio
¢ ocupado principalmente com a transcricio de genes de proliferagio 6'°. Contudo,
quando as condi¢des sdo menos favoraveis para a proliferagdo, ocorre um aumento dos
niveis de ppGpp, permitindo que os fatores sigma alternativos, necessirios para a
expressio de genes de manutencdo, trabalhem em conjunto com o'°, deslocando a

competitividade relativa dos fatores sigma (Nystrom, 2002).

Os resultados encontram-se em conformidade com a teoria do soma descartdvel de
envelhecimento. Originalmente, a teoria da soma descartavel afirmou que hd um trade -
off entre os investimentos em energia necessdria, para 2 obteng@o de um determinado
nivel de preciséio na sintese de proteinas e na produgéio de descendéncia. Mais tarde, a
teoria incluiu todos os tipos de macromoléculas e os mecanismos de manutengio, tais
como as vias de reparagdo de macromoléculas e de defesa contra o stress. A suposigio
em que essa teoria se baseia, € que os recursos sdo limitados em qualquer individuo e
que podem ser canalizados em duas atividades principais, a sobrevivéncia e reprodugio.
Além disso, argumenta-se que niveis elevados de atividades de defesa contra o stress
promoverdo uma longa sobrevivéncia individual, mas redistribuem os recursos para

atividades distintas da reprodugdo (Nystrom, 2002; Martins, 2011).

Em bactérias ndo hia nenhuma distingdo entre células somdticas e células da linha
germinativa. No entanto, em E.coli, 0 modelo de competi¢do do fator sigma, fornece
uma das poucas explicagdes sobre os mecanismos moleculares de um trade-off entre
atividades de reprodugio e manutengdo, colocando o enfoque sobre a RNA polimerase

como chave na alocagfio de recursos celulares (Nystrom, 2002).
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4.3.3.3. A restrigfio caldrica e a competiciio do fator sigma

Uma forma eficiente para aumentar a expectativa de vida dos roedores, vermes, moscas
de fruta e células de levedura € submeté-los a restrigdo caldrica, uma dieta na qual as
calorias sdo limitadas em 30-40 % em comparagio com animais alimentados ad libitum.
No entanto, 0 mecanismo pelo qual a restri¢do calérica retarda o envelhecimento ndo é

clara (Nystrom, 2002).

Na bactéria E. coli, a restricdo da glicose, ativa, a proteina SPOT, que vai catalisar a
sintese de ppGpp. Conforme referido acima, isto permite uma elevada expressdo de
genes de defesa de stress que requerem fatores sigma alternativos (Figura 13). Por
outras palavras, molécula de sinalizagdo ppGpp estabelece uma relagfio entre atividades
de reprodugiio e manutengio com a disponibilidade de nutrientes e restri¢ao calorica
(Jishage, et al., 2002). Notavelmente, o aumento da produgiio de genes de defesa de
stress (em particular, choque térmico e genes de defesa de oxidagdio) é acompanhado
pelo aumento da longevidade em muitos sistemas de modelos genéticos (Daf-3/Daf-16
de C. elegans) e € tentador especular que existe um nexo de causalidade entre os dois
fenémenos. Possivelmente, a restrigdo caldrica provoca uma realocagio de recursos por
meio de diferentes sistemas de transdu¢do de sinal (por exemplo spot / RelA /6S ) e
controlo da da molécula de sinalizagio { ppGpp ), sendo que a expressdo de genes
necessarios para a manuteng¢do é favorecida em detrimento de atividades reprodutoras.
A questdo de como a proteina SPOT ¢ sensivel a restrigdo de energia por privagdo de
carbono ¢ uma questdo-chave da biologia molecular e na fisiologia bacteriana que

continua a ser estudada (Larsen, 1993; Yasuda, ef al., 1999; Nystrom, 2002).

4.3.4. A importincia do controlo de qualidade das proteinas na senescéncia

condicional em E. coli

As proteinas acabadas de serem sintetizadas tém que adquirir a sua estrutura
tridimensional caracteristica, sendo que existe apenas uma conformagdo na qual as
proteinas sdo extremamente estdveis € possuem propriedades quimicas exatas que
permitem que a proteina desempenhe a sua fungfo especifica na célula (Ramos et al.,

2008).
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As proteinas s@o enroladas de uma forma tdio precisa que por vezes basta a mudancga de

um residuo de aminoacido para perderem a sua funcfo especifica.

O correto enrolamento de uma proteina esta contido na sequéncia polipeptidica, porém
existem evidéncias que muitas proteinas recém-sintetizadas, para promoverem o seu
enrclamento na forma nativa, necessitam de uma maquinaria celular complexa de

chaperonas.

Os chaperonas tém como fungdo proteger as cadeias polipeptidicas nascentes, evitando
o mau enrolamento e agregacdo de proteinas. Sendo a agregagfo, um problema para as
cadeias nascentes que ainda nfio adquiriram a sua estrutura nativa, pois a agregac¢io
remove proteinas irreversivelmente das suas vias produtivas de enrolamento, sendo este

obstaculo evitado pelos chaperonas.

Muitas chaperonas, embora sejam expressas constitutivamente, sdo sintetizadas em

concentra¢des elevadas em condi¢Ges de stress, sendo por essa razdo classificadas como

proteinas de stress ou de choque térmico,

Gena  Protein name Funciion Induced by
ahpC  Alkyl hydmperoxide recuctase  Redox regulstion Oidative conditions
cipA CipA Chaperone, specificly companent of a Clp protsass Starvation, aberrant profaing
cipP CipP Protsolytic subunit of a Clp protease Heat shock
clpX CipX Chapemne, spacificly component of a Clp pmteass Heat shock, starvation, abemrard proteins.
dnaJ DnaJ Chaperone Hoat shock, starvation, aberant proters
dnak Dnai protein managament, imteracts with DraJ) Heat shock, starvation, aberant proteins
and GrpE
fiskd FeH AAA family proteasa Heat shock
pdhA NADP-spacific ghstamate Nirogen msts bodisrm Mitrogen inalahlity in growth medium
enzse
gina Glutamine cynthetsse Nitrogen metabolism Nitrogen starvation
ooEL  GroEL Chaparnae, protein management, interacts with GroES = Heat shock, starvation, aberrant protsins
goES  GroES Chapesrone, modulates the ATPase activity of GroEL Heat shock, starvation, aberant proteins
ooE GrpE Nuclactide exchanga factor Heat shock, starvation, aberrant proteins
it Hsiu Chaperone subunit of the HsVU protease Heat shock, starvation, aberrant proteins
hstV Halv Protaolytic subunit of the HsVU proteass Heat shock, starvation, absrrant proteing
P IraP Inhibiinr of RssB activity during phosphate starvation
feuA a-isopropyimalate synthase Leucine biosyrthesis Lt 5 tarvitaon
lort Lon Protsase Heat shock, starvation, sbemant protsina
moatk S-adencsyimethioning Mathioning biosynthesis Amino acld starvation
synthatass
rssB RssB Sigma-S adaptor protein Stationary phasa
txB Thioredoxin reductase Redox reguiation Cidative conditions
uspA Universal stress protein A Stress resistance Alamge number of stresses
uspD Universal stress protein D Stress resistance, ron metabolism A lamge number of siresses

Tabela 1: Genes e proteinas com as suas respetivas fungdes e vias de indugdo (Fredriksson, 2005).
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4.3.4.1. Sistemas de chaperonas em E. coli

Na bactéria E.coli, a superprodugdo individual de diferentes sistemas de chaperonas
sugere que, o sistema de DnaK / DnaJ (ver Tabela 1 para este e outros genes e proteinas
aqui mencionadas) € mais importante na defesa celular contra estas modificagdes

oxidativas do que o sistema de GroEL / GroES (Fredriksson, et al., 2005).

A defesa contra a carbonilagdo induzida na fase estacionaria” também necessita das
protéases Lon e HslVU, enquanto o papel desempenhado pela ClpP so6 foi observado em
células sem as protéases Lon e HsIVU. Contudo, é claro que a ClpPX e a ClpPA tém
um papel importante na protedlise da fase estacionaria, porque muitas proteinas,
incluindo Leua , TrxB , GdhA , glnA , MetK e reductase de hidroperéxido de alquilo,
sdo significativamente mais abundantes na fase estaciondria das células em que faltam
estas protéases. Na verdade, Weichart et al., sugerem que o abundéncia da maioria das
principais proteinas de fase de crescimento na E. coli sdo reguladas pela atividade das
protéases ClpAP e ClpXP (Fredriksson, et al., 2005; Weichart, et al., 2003).

N#o € esperado que o sistema de DnaK / Dnal repare ou reenrole as proteinas
carboniladas, pois, tanto quanto sabemos, a carbonilacio € uma modificagdo irreversivel

Fredriksson & Nystrom, 2006).

A reduzida carbonilagdo observada em células com superprodugdo deste sistema de
chaperona, pode em vez disso, ser o resultado de uma reducio da abundincia de
proteinas anormais, € / ou de um aumento na solubilidade DnaK / DnalJ dependente das

proteinas carboniladas (Figura 14).
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t =

Figura 14: Papel das chaperonas HSP e das proteases na redugiio da oxidag¢do proteica
{Fredriksson & Nystrom, 2006).

A primeira sugestdo decorre de dados que demonstram que as formas aberrantes_de
proteinas sdo mais suscetiveis a carbonilagdo oxidativa do que as proteinas nativas.
Deste modo, qualquer condigdo que reduza os niveis das proteinas aberrantes, tais como
0 aumento da correcdo/revisdo ribossomal ou niveis elevados de DnaK / DnaJ também
se espera que reduza os niveis de carbonilo celulares (Dukan, et al., 2000; Fredriksson

& Nystrom, 2006).

A segunda ideia resulta da observacédo de que as proteinas carboniladas sdo suscetiveis a
protedlise, enquanto elas permanecerem solGveis. Contudo, proteinas fortemente
carboniladas sdo propensas a agregacdo, sendo que, estes elevados agregados

moleculares conseguem escapar a protedlise (Bota & Davies, 2002).
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O aumento dos niveis de DnaK /DnalJ pode manter as proteinas carboniladas numa
forma soluvel, suscetivel ao ataque das proteases e, assim, contribuir para a sua

degradagéo, por exemplo, por Lon e HsIVU.

No entanto, € claro que em células mutantes que faltam membros especificos do reguldo
de choque térmico (por exemplo DnaK , ClpP , HsIVU e Lon), morrem a um ritmo
acelerado na fase estaciondria, contudo, nio € certo que, os niveis de HSPs constituam
uma tabua de sobrevivéncia das bactérias £. coli do tipo selvagem em fase estacionéria

{Dukan, et al., 2000; Fredriksson, et al., 2005).

Apesar de se concluir que, os genes ¢ os reguldes importantes na redugdo de danos
oxidativos sdo necessarios para que as células sobrevivam em fase estaciondria (estase),
apenas evidéncias circunstanciais suportam a teoria de que o dano oxidativo é o fator
determinante na perda de culturas de E. coli em fase estacionaria. Para além disso, nfo é
claro, que os danos oxidativos reduzam a sobrevivéncia de células do tipo selvagem

(Fredriksson & Nystrom, 2006).

Por outro lado, a morte na fase estacionaria na levedura S. cerevisiae foi mais
relacionada com o dano oxidativo e alteragdes genéticas que afetam a producgdo e a
eliminagéio de espécies reativas de oxigénio, mostrando-se eficazes para retardar a morte
deste sistema modelo na fase estaciondria. Contudo, nenhum efeito semelhante, foi
obtido no que concerne ao retardamento da senescéncia condicional em E. coli

(Aguilaniu, ef al., 2001; Fredriksson & Nystrom, 2006).

4.3.5. Papel das proteinas de stress universais na senescéncia condicional

As proteinas relevantes na fungdo para o retardamento da senescéncia condicional, sdo
designadas por proteinas do stress universais (PSU), cujas fun¢des estdo relacionadas

com a defesa ao stress oxidativo (Nachin, et al., 2005).

Tinha sido previamente observado que as proteinas PSU de £. coli, sofrem uma indugio

em resposta a paragem de crescimento (Kvint, ef al., 2003).
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Encontram-se descritas seis proteinas PSU distintas para E. coli que podem ser
divididas em quatro classes em fungfio dos seus motivos estruturais. Uma série de
mutantes foram desenhados com o objetivo de analisar a fungdo de cada classe de
proteinas PSU e, ao contrdric da expectativa, a andlise mostrou que estas PSU tém

fungdes distintas que se sobrepdem (Fredriksson & Nystrom, 2006).

Especificamente, duas das trés proteinas da classe [, PsuA e a PsuD, estdo envolvidas na
defesa contra o stress oxidativo. Além disso, PsuD esta envolvida na eliminacdo do
ferro intracelular. Diferentes mutantes de PSU foram muito afetadas na sua capacidade

de adesdo e motilidade (Nachin ef al., 2005).

Com base nestes resultados, foi sugerido que as proteinas PSU estéo envolvidas na
reprogramacéo da célula para a defesa do stress € para a fuga, uma versdo bacteriana da

resposta "fight or flight" (Nachin ef al., 2005).

4.3.6. Oxidagdo proteica como sinal de indugio de protegdo cruzada

Além de estarem envolvidos na redugéio da oxidagéo induzida por estase, € na indugdo
eficiente do choque térmico, o regulio, demonstrou, que, mediante privacdo de

nutrientes necessita da presenga de oxigénio (Fredriksson et al., 2006).

Foi proposto que o papel do oxigénio no desencadeamento da expressdo de proteinas de
choque térmico (HSP) esta intimamente relacionado com a observagdo de que as
proteinas mal traduzidas sdo suscetiveis 4 oxidacgfio, € que esta oxidagdo promove uma
nova perda da integridade estrutural da proteina. Isto, por sua vez, resulta numa maior
exposigdo das superficies hidrofobicas, aumentando os locais-alvo para o sistema de
apoio DnaJ -DnaK - GrpE , o modulador negativo da resposta HSP (Figura 15) (Dukan,
et al., 2000; Bota & Davies, 2002; Fredriksson & Nystrom, 2006).

O efeito do oxigénio sobre a expressdo do gene HSP pode ser exercido através da

oxidagéo prejudicial da DnaK .
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A frago maior de DnaK € oxidada e mostra sinais de integridade estrutural aberrante
em células que passaram por privagdo de nutrientes na presenga de oxigénio, quando
comparado com aquelas que passaram por privagdo de nutrientes na auséncia de

oxigénio (Fredriksson er al., 2006).

Possivelmente, esta estrutura aberrante e mais aberta pode tornar DnaK ndo-funcional, o
que conduziria a um maior nivel de sintese de HSP devido a diminuicdo da degradagéo

da ¢* (Fredriksson & Nystrom, 2006).

Em consonéncia, um estudo recente mostra que DnaK € reversivelmente inativada em
condigdes de stress por calor € na presenga de H,O;. Esta inativagdio foi associada a uma
diminuigdo significativa dos niveis de ATP celular por H;O,, levando a privacdo de
nucle6tido N-terminal ATPase do dominio da Dnak, a qual, em consequéncia, se torna
termoldbil e se desdobra. De salientar que, a re-dobragem in vitro do DnaK inactivada
necessita da presenga de um agente redutor, por exemplo, a remogdo do stress e a adi¢do
de ATP ndo foi suficiente, o que implica que o desdobramento sofre modificagio

oxidativa.

g\ R

%:z..

Figura 15: Possiveis locais de envolvimento de oxigénio no desencadeamento do reguldo do
choque térmico durante a entrada das células na fase estacionaria.
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O sistema da chaperona DnaK, juntamente com o Dnal, servem como moduladores
negativos do reguldo HSP pela ligacéo ao fator sigma de choque térmico o2, facilitando

a sua degradagdo pela protéase FisH (Figura 15).

Apos privagdo de nutrientes a taxa de erros de tradugdo € elevada e ¢ aumento do
tamanho do conjunto de proteinas aberrantes (P*) pode potencialmente titular as
chaperones DnaK/Dnal. No entanto, estes desvios estruturais das proteinas ndc sio
suficientes para atrair o sistema de chaperona e induzir a expressdo de HSP. Contudo,
estas proteinas aberrantes sdo suscetiveis & oxidagio € esta oxidagdo promove ainda

PA-ox

mais a perda da integridade estrutural das proteinas ( ) e deste modo, induz a

expressdo de HSP.

Na P ha um aumento da exposicéo de superficies hidrofobicas, aumentando os locais
de destino para o sistema de chaperona DnaK/J/GrpE, levando & estabilizagio de o°2,
que dirige a polimerase para os genes HSP, resultando num aumento de produgéo de

HSP.

Dnak, tal como a maioria das proteinas da familia Hsp70, sdo extremamente sensiveis a
carbonilagdo oxidativa, podendo ela mesma em condi¢des de limitagdo de nutrientes e

stress, sofrer danos oxidativos e ligar-se a o2,

V. A Senescéncia pode explicar a persisténcia microbiana

Estudos revelaram que muitos dos agentes antimicrobianos, apesar de reduzirem
eficazmente as populagdes bacterianas, sio incapazes de as eliminar totalmente, mesmo

apds exposicdo prolongada (Wiuff er al., 2005; Klapper, et al., 2007).

As bactérias sobreviventes, designadas de persistentes, podem existir em pequeno
nimero, em 1944 Maior relatou um nimero inferior a 100 Staphylococcus pyogenes
persistentes apos exposi¢do a penicilina de 2,56107 bactérias. As bactérias persistentes
séo posteriormente capazes de recolonizagdo apds a remogdo do agente antimicrobiano

(Spoering & Lewis, 2001).
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Este fenomeno adquiriu uma maior atencdo no contexto de biofilmes, onde as células
persistentes tém a protecio adicional da matriz extracelular rica em substéncias
poliméricas, tornando-as particularmente perigosos (Roberts & Stewart, 2004, 2005 ;
Ayati & Klapper, 2007).

Pelo facto dos biofilmes proporcionarem um crescimento celular lento ou até mesmo
nulo, € esperado que aumentem a protecdo das populagSes microbianas através da
persisténcia, seja esta adquirida pela senescéncia ou por um outro mecanismo (Klapper

et al., 2007).

5.1.  Caracteristicas das células persistentes

As células persistentes apresentam uma série de caracteristicas interessantes, sendo uma
das quais ndo parecerem possuir qualquer variante genética, uma vez que, as células
persistentes ndo transmitem a sua tolerdncia aos descendentes, que sdo células jovens e
ativas que ndo herdam qualquer tendéncia para se tornarem persistentes. Outra das suas
caracteristicas prende-se com o facto destas células demonstrarem tolerdncia apos
exposigdo a uma série de agentes antimicrobianos. Para além disso, estas células, apos

re-cultura séio capazes de repovoar (Klapper et al., 2007).

Sufya et al. (2003) demostrou que numa cultura de bactérias E.coli resistente a uma
tetraciclina, quando exposta a outros agentes, também se mostrou tolerante a

ciprofloxacina e a compostos de amonia quaternaria.

Em resposta ao desafio antimicrobiano, as culturas bacterianas demonstram padrdes de
morte bifasicos, tendo sido sugerido que este fato é uma consequéncia da presencga de
bactérias persistentes, isto porque na presenga de um agente antimicrobiano, as células
que ndo sdo persistentes morrem rapidamente ¢ em seguida, a um ritmo mais lento

morrem as persistentes.

E sugerido que a persisténcia se apresenta como um fendmeno fenotipico. Balaban ef al.

(2004), Roberts & Stewart (2005) e Cogan (2006) propuseram modelos em que as
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células persistentes tém estados de crescimento transientes entre o crescimento lento e o

nulo, com probabilidades que sdo possivelmente dependentes das condigdes ambientais.

Neste contexto, com base em observagdes de senescéncia microbiana (Ackermann er
al., 2003; Barker & Walmsley, 1999; Mortimer & Johnston, 1959; Stewart ef al ,
2005), Klapper, et al. (2007), propuseram um mecanismo alternativo simples que pode

explicar todas as propriedades acima mencionadas.

Como ja referido, a citocinese em células microbianas, mesmo em divisdes simétricas, a
célula-mide mantém a sua identidade, isto €, a divisio € funcionalmente assimétrica.
Sendo também referido que a célula-mée mostra aumento de senescéncia ao longo de
um certo namero de divisdes celulares, retardando gradualmente a sua taxa de

crescimento.

Ao introduzir esta ideia de senescéncia, Klapper et al. (2007) realizaram trés premissas
essenciais, sendo elas: que as células bacterianas envelhecem {envelhecimento aqui é
baseado em senescéncia); que as células mais velhas sdo mais tolerantes do que as
células mais jovens ao desafio antimicrobiano, e que o crescimento se manifesta &
medida que se vio produzindo novas células. Isto €, apds a divisdio celular, uma das

células filha herda os efeitos do envelhecimento enquanto a outra nio.

Neste contexto, consideram-se as células senescentes como sendo as células

persistentes.

Uma segunda suposigdo, é a de que a persisténcia seria uma consequéncia, da
diminui¢do da taxa de crescimento. O terceiro pressuposto, leva em conta a
interpretagio da divisdo celular como o nascimento de uma nova célula jovem a partir

de uma célula envelhecida.

Deste modo, Klapper, et al. propuseram premissas adicionais ndo-essenciais para esta
defini¢do, que dizem que, a taxa de producdio de novas células diminui com a idade,

apesar disso, permanece superior a zero; a morte celular ocorre a uma taxa constante;
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uma dada concentragio de agente antimicrobiano aplicado, matard células

suficientemente jovens, mas ndo vai afetar as células mais velhas.

A importdncia destes pressupostos extra encontra-se nos detalhes, contudo, nio afeta os
resultados qualitativos, com exce¢io do pressuposto que afirma que a taxa de
crescimento nunca € zero, facto esse necessdrio, a fim de permitir que existam células

capazes de repovoar apos a aplicagdo de um agente antimicrobiano.

A explicagdo mais atrativa para a ocorréncia de persisténcia € assumir que esta ndo é
mais do que um sintoma de senescéncia. Isto é, a tolerdncia ocorre devido a

senescéncia, isto porque ha uma taxa de crescimento reduzida.

Todas estas observagdes s3o propriedades qualitativas deste modelo de acorde com as
suposigdes e, acredita-se, essencialmente independente das escolhas particulares feitas

nas outras hipdteses.

Uma via alternativa do fendmeno de persisténcia € o envelhecimento assimétrico.
Considerando que o conceito de célula persistente invoca, a transic8o entre persistente e
ndo persistente, o conceito de envelhecimento em contraste, requer uma distribuigio de
idades de células numa populacic ¢ uma correlagdo entre a idade e a suscetibilidade.
Além de supor o envelhecimento como um mecanismo para gerar células persistentes,
sugere-se que o envelhecimento assimétrico como um mecanismo para gerar fenotipos

distribuidos, tal como a suscetibilidade antimicrobiana, dentro de uma populagio.
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V1. Descaberta recente...

O dogma de que todos os organismos
vivos envelhecem acaba de ser quebrado,

isto €, a ideia de que todos os organismos Nt oos Stress

unicelulares estavam sujeitos a um ,I,Aggre'gation N Aggrebation
processe de envelhecimento estd agora em ! -

causa.

Em  organismos  unicelulares o ﬁ “ @ !
envelhecimento é definido como uma !/ |

Nolaéing Aging Rejuvenation

diminui¢do da capacidade reprodutora,

sendo que o tempo de divisido celular vai ﬁ AL W
aggregate i
gradualmente aumentando; aumentando Death

também a probabilidade de morte
Figura 16: Representagdo esquematica da

celular com o niimero de divisdes. transicdo entre envelhecimento e niio-
envelhecimento da S, pombe (Coelho, et al., 2013).

Postulou-se que nestes microrganismos

a segregacdo assimétrica de danos celulares ¢ fatores de envelhecimento, permitem
identificar e distinguir apds cada diviséo celular, a célula-mée envelhecida da célula-
filha rejuvenescida. Conduzindo a interpretagdo de que o envelhecimento ¢ promovido
pela conservagdio das suas proprias caracteristicas, sendo preservado em todos os

Organismos vivos.

Contudo, o papel da segregacdo assimétrica levantou a hipotese de que a igualdade de
distribuigdo dos fatores de envelhecimento poderia prevenir esse mesmo

envelhecimento.

Coelho, et al. (2013), realizaram uma andlise a partir de células individuais de
microcolonias crescentes da levedura Schizosaccharomyces pombe (S. pombe),
examinando o nimero de divisdes, a hereditariedade dos componentes celulares e a

morte celular em vérias linhagens.
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Quando estas células foram cultivadas em condig¢bes favoraveis, nenhuma das linhagens
apresentou sinais de envelhecimento, ou seja, apesar de se ter observado a morte de
algumas células, esta morte foi aleatoria e repentina, ndo existindo um aumento gradual

do tempo de divisdo celular que pudesse eventualmente conduzir as células a sua morte.

Contudo, esta estudo também demonstrou, que sob condi¢des de stress a segregagéo
assimétrica de agregados de proteinas correlaciona-se, e provavelmente, faz com que a
divisdo celular seja mais lenta e que eventualmente cause morte celular (figura 16).

Conduzindo & interpretagic de que a levedura S. pombe é capaz de evitar o

envelhecimento sob condigdes favoraveis, mas que envelhece quando sujeita a stress.

Estes investigadores desafiaram o paradigma atual que argumenta que todos os
organismos envelhecem, ao ndo detetarem qualquer sinal de processo de

envelhecimento em células da levedura S. pombe cultivadas em condigdes favoraveis.
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VII. Conclusio

As teorias biologicas explicam algumas caracteristicas do envelhecimento, mas os
multiplos mecanismos enveolvidos no processo ainda ndo sio completamente

conhecidos.

Os avangos na compreensdo dos mecanismos subjacentes ao envelhecimento ja
possibilitam a identificagdo de interagbes entre os processos. Contudo, os estudos
cientificos sobre o tema permitem a constatagfio de que a complexidade etioldgica do

fendmeno representa um desafio.

Nas células eucariontes, s8o multiplos os fatores que desencadeiam o processo de

senescéncia.

Sendo a S.cerevisize 0 modelo eucarionte unicelular mais utilizado para estudos de
envelhecimento celular, mostrando uma variedade de mecanismos implicados na
progressdo do processo de senescéncia. Porém, ao contririo do esperado, existem
estirpes desta levedura cujo encurtamento dos telomeros parece nido ocorrer e
consequentemente ndo afetar a longevidade destas estirpes, sendo o processo de

senescéncia necessariamente desencadeado por outros mecanismos.

O estudo do envelhecimento em bactérias ilustra um desenvolvimento importante na

biologia experimental ao permitir a andlise de células individuais.

Estes estudos abalaram a convicgdo de que estes seres unicelulares ndo eram afetados
por este processo de envelhecimento, concluindo que de facto estes seres imortais

também morrem pela passagem de tempo.

Havendo a percegdo que, no que diz respeito aos microrganismos, a medida critica de
envelhecimento poderd estar relacionada com a redugio na capacidade reprodutiva,
havendo um aumento dos intervalos entre geragdes, resultando numa redugdo do

niimero de descendentes.
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A senescéncia condicional em células bacterianas, surge quando estas entram num
estado ndo proliferativo devido a fatores externos como o esgotamento de nutrientes,
levando-as a perder gradualmente a sua capacidade de recuperagio e divisdo. Estas
células “estéreis” inicialmente permanecem intactas, mas podem eventualmente, perder
a integridade da sua membrana citoplasmatica, assim como, outras atividades de apoio a

vida.

A andlise da senescéncia condicional em E. coli revelou semelhangas interessantes com
o processo de envelhecimento dos organismos eucariotas fornecendo mecanismos que
sustentem algumas teorias do envelhecimento, incluindo a hipotese de radicais livres do

envelhecimento e da teoria soma descartavel.
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