UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Centro de Biotecnologia
Programa de P6s-Graduacéao em Biologia Celular e Molecular - PPGBCM

TESE DE DOUTORADO

PAPEL DA AUTOFAGIA NA SENESCENCIA CELULAR

EDUARDO CREMONESE FILIPPI CHIELA

Orientador Dr. Guido Lenz

Porto Alegre, 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Centro de Biotecnologia
Programa de P6s-Graduacgéao em Biologia Celular e Molecular - PPGBCM

PAPEL DA AUTOFAGIA NA SENESCENCIA CELULAR

Tese de doutorado apresentada no Programa de
P6s-Graduagdo em Biologia Molecular e Celular
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
como requisito parcial para obten¢&o do titulo de
Doutor em Biologia Celular e Molecular.

EDUARDO CREMONESE FILIPPI CHIELA

Orientador Dr. Guido Lenz

Porto Alegre, Maio de 2014



Dedicatéria

Dedico esta tese as pessoas que me mostram
diariamente o que € 'amor incondicional’, que supera a
distancia, a saudade e a falta diarias: meus pais e herdéis,
pelo altruismo de toda uma vida em prol da felicidade

dos filhos, e minha irm&, pelo companheirismo,

amizade e encorajamento constantes.



3

AGRADECIMENTOS
A Deus

A cooredenadora do PPGBCM, Marilene H. Vainsteans demais professores e
funcionarios do PPGBCM, especialmente a Silvia e ao Luciano, além dos membros da

comissdo de acompanhamento, prof. Rogério MaegiBiego Bonatto.
Ao CNPq, pela bolsa de doutorado, e as demais agencias financiadoras.

Aos colaboradores diretos ou indiretos dos projetos de pesquisa nos quais me envolvi nos

ultimos anos.

Aos meus bolsistas MarcasMardja, pela contribuicdo fundamental e realizacéo de
experimentos em larga escala, além de colabora¢des em outros trabalhos.

Aos colegas e ex-colegas de laboratorio (especialmdtaélau, AleP, AleT e José pelas

discussoes intelectuais, apoio, companheirismo constante e momentos de diversao.
A Lauren Zamin, com quem desenvolvi minha base cientifica e meu pensamento critico.

Ao professoiGuido, a quem me faltam palavras pra agradecer pela confianga, otimismo,
inspiracdo, humildade, presenca, conhecimento e amizade demonstradas ao longo destes anos,

com quem espero ter o prazer de seguir convivendo tanto na vida cientifica quanto pessoal.

A Maria Cristina F. Heuser e a Tati Luft pela oportunidade de realizar a pratica didatica em
Biologia Celular para Biomedicina.

Aos meus amigos de Guaporé, especialmeAigdaca e o Tiago, pela amizade de mais de

20 anos, 0s quais quero ter por perto sempre que possivel.

Aos irmaos que a biomedicina me deu Mauricio, Mathe@abriel, Dinler e Zé Felipe,
pela enorme parceria no laboratério (José e Andrew) mas principalmente na vida, com quem

sempre pude contar e confiar; espero té-los por perto sempre que possivel.

Aos demais colegas de biomedicina, principalmente com quem convivi mais nos anos pos-

biomedicina turma da qual tenho maior orgulho e com 0s quais espero nao perder contato.

Ao 'ex-labsinal' José Vargagor todo convivio, risadas, companheirismo e, acima de tudo,

pela amizade sincera e confianca.



4

Ao grande irmao Andrew Oliveira Silva por toda parceria, presenca e companheirismo em
discussbes de laboratério, jogos do grémio, jantas, festas, viagens, (muitas) caronas e, acima
de tudo, pelo convivio diario nos ultimos anos; agradeco também aos seus pais, Klarinez
Thomas minha familia porto-alegrense, e a Daniela Kheisua familia, sempre tao

receptivos e queridos comigo.

Ao Dr. Nereu Tramontina e Dr. Adroaldo Mallmann e ao fisioterapeuta Diego Camjni

fundamentais no tratamento e recuperacao do Guillain-Barré.
A familia da minha Tia Lilianpela torcida, certeza da presenca constante e preocupagcao.

As demais pessoas queridas com quem tenho o prazer de conviver e que tornam a vida mais

prazerosa.

Ao meu cunhado Tiago e, principalmente, a minha irma Patricia, por me fazer sentir o cara

mais capaz do mundo, pela presenca sempre constante e pelo amor incondicional.

Ao meu pai, Onofree a minha mée Sénia... por tudo - Por tudo que eu sou como pessoa,
tudo que eu tenho como principios, e por toda forga e exemplo de perseveranca que me dao
mesmo sem saber, com a qual luto para fazé-los sentir o tamanho do orgulho que tenho da

nossa familia e o quanto sou feliz e abencoado por ser filho deles.



SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS 07
LISTA DE FIGURAS E TABELAS 09
RESUMO 10
ABSTRACT 11
APRESENTACAO DA TESE 12
INTRODUCAO 13
1. AUTOFAGIA 15
1.1 Conceitos bésicos 15
1.2 Mecanismos moleculares em autofagia 19
a. Proteinas Atg: os controladores diretos da autofagia 19
b. Vias de sinalizacdo moduladoras indiretas da autofagia 22
1.3 Autofagia e cancer 27
2. SENESCENCIA 30
2.1 Conceitos basicos 30
2.2 Tipos de Senescéncia 32
a. Senescéncia Replicativa 32
b. Senescéncia Induzida 33
2.3 Mecanismos moleculares em senescéncia 34
2.4 O estudo da senescéncia 35
2.5 Senescéncia e cancer 36
3. CROSSTALIENTRE AUTOFAGIA, SENESCENCIA E MORTE CELULAR 38
3.1 Autofagia e senescéncia celular 38
3.2. Autofagia e apoptose 40
OBJETIVOS 42
CAPITULO I - Nuclear Morphometric Analysis (NMA) 43
CAPITULO Il - Autophagy and Genome Integrity 67
CAPITULO Il - The Connection of Autophagy and Senescence 79
CAPITULO IV - Sleep Or Let Die: Two Sides of Autophagy Inhibition 106
CAPITULO V - Kinetic Analysis Of Morphological Alterations In Senescence 114
DISCUSSAO INTEGRADA 125
i. A HipGtese Oxidativa 125
ii. A Hipétese Mitocondrial 130
iii. A hipGtese da proteina Atg5 137




iv. Dano ao DNA: um sinal agudo, multiplas respostas cronicas integradas 139
v. Modulacao da autofagia na terapia anti-cancer 142
vi. Analise de Células Unicas x Anélise Populacional 146
CONCLUSOES 149
PERSPECTIVAS 150
FIGURAS SUPLEMENTARES 151
REFERENCIAS 154
ANEXO | - Métodos Suplementares ao desenvolvimento do NMA (Capitulo 1) 172
ANEXO II - Patente de Registro referente ao NMA 187
CURRICULO LATTES 196




LISTA DE ABREVIATURAS
3MA — 3-metiladening3-methyladenin)
4EBP1 — Proteina ligadora do Fator de Elongamento da traducae#f@4Elongation
Factor-binding Protein)
AMPK - proteina quinase ativada por ANBMP-activated Protein Kinase)
AO - Laranja de AcridingAcridine Orange)
ATM - proteina mutada na ataxia telangiect@&iaxia Telangiectasia-mutated Protein)
AVOs — Organelas Acidicas Vacuolar@idic Vacuolar Organelles)
BafAl — Bafilomicina A1
Bcl-2 — proteina 2 de linfoma de célulasBdell Lymphoma 2)
Bec1 — beclina-1(Beclin-1)
BER — Reparo por Excisdo de Bg8ase Excision Repair)
B-Gal — Enzima b-galactose acida associada a senes¢8erai@scence-associated
[—galactosidase)
Bnip3 — Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3
CDKs — quinases dependentes de ciclif@@gclin-dependent Kinases)
Chk1/2 — quinase de ponto de checagem X@H&ckpoint proteins 1 and 2)
cP1-4 — populacéo de area celular Tzdll(area Population 1 - 4)
DDR — Resposta de Dano ao DNBNA Damage Responjse
DFM — Meio Livre de DrogdDrug-Free Medium)
Doxo — Doxorubicina
EGFR — receptor do fator de crescimento epidermal (Epidermal Growth Factor Receptor)
elF4E — fator de iniciacao da traducédo em eucariotos 4E (Eukariotic Initiation Factor 4E of)
GSK-3B - glicogénio sintase quinase JdBlycogen Synthase Kinasg)3
HIF -1 — fator induzido por hipdéxia 1 (Hypoxia-induced Factor 1)
IDH1 — isocitrato desidrogenaseflsocytrate Dehydrogenase 1)
indice CALA — Raz&o entre a area celular e a area de LC3{GER Area / LC3-GFP Area
Index)
LC3 I/l —formas | e Il da cadeia leve 3 das proteinas associadas a microtubulos 1A e 2A
(Light Chain 3 of microtubule-associated protein 1A and 2A)
LC3-GFP — proteina LC3 fusionada a proteina verde fluorescente ((BEB)protein fused
to Green Fluorescence Protein)
LR nuclei — Nucleos Grandes e Regulatearge and Regular Nuclei)

MAPK — proteina quinase ativada por mitégéMitogen-activated Protein Kinase)



MGMT — O(6)-metilguanina-DNA metiltransfera@@6-methylguanine-DNA
methyltransferase)

MMP - Potencial de Membrana Mitocondrig¥itochondrial Membrane Potential)
MMR — Reparo de Pareamento Incorr@iiismatch Repair)

MTOR — proteina alvo da rapamicina em mamif¢Mammalian Target of Rapamycin)
NA1-3 — regi&o de Area Nuclear 1dSuclear Area region 1-3)

NER — Reparo por Excisdo de Nucleotid@idscleotides Excison Repair)

NHEJ — Ligacdo de Terminac¢des Nao-Homologden-homologous End Junction)

NIl — indice de Irregularidade NucleaXclear Irregularity Index

NMA — Analise Morfométrica NucleafNuclear Morphometric Analysis)

nP1-5 — populacdo de area nuclear wic(ear area Population 1 - 5)

OIS — Senescéncia Induzida por Superexpressédo de Ondayecegene-Induced
Senescence)

PI3K (I a lll) — fosfatidilinositol 3-quinase (classes | & ([Bhosphoinositide Kinase-3 class
| to 1)

ProteinasAtg — membros da familia de proteinas relacionadas a aut¢fag@phagy-
related protein)

PTEN — proteina homodloga a fosfatase e ten@tsphatase and Tensin Homolog)
RAPA — Rapamicina

RAPTOR - Proteina de mTOR Regulada por Rapamiaiegulatory associated protein of
mTOR

ROS — Espécies Reativas de Oxigéfieactive Oxygen Species)

Rsv — Resveratrol

TMZ — TemozolomidgTemozolomide)

ULK-1 — Proteina quinase semelhante a Un@3dc-51-like kinase 1)

VEGF - fator de crescimento vascular endotéNascular Endothelial Growth Factor)
VCR - Vincristina



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

FIGURAS PRINCIPAIS

Figura 1 — Tipos de autofagia 16
Figura 2 — Etapas do mecanismo de macroautofagia 17
Figura 3 — Mecanismo molecular da autofagia 20
Figura 4 — Regulacéo da autofagia pela via AMPK-ULK1 25
Figura 5 — Mecanismos moleculares que conectam o dado ao DNA a autofagia 26
Figura 6 — Papel da autofagia durante as diferentes etapas da carcinogénese 28
Figura 7 — Caracterizagao geral da senescéncia 31
Figura 8 — Representacéo esquematica do Objetivo Geral 2 da presente tese 43

Figura 9 — Mecanismo de acdo da TMZ testado para a hipotese oxidativa: ROS exerce

papel na autofagia e senescéncia induzidas por TMZ 127
Figura 10 — Alvos regulados por ROS em autofagia 129
Figura 11 — Mecanismo de acdo da TMZ explicado pela hipotese mitocondrial 132
Figura 12 — Efeito da TMZ na populacéo mitocondrial de células de glioma 133

Figura 13 — Tratamento com TMZ é acompanhado por altera¢cdes na massa mitocondrial
celular 135

Figura 14 — Mecanismo de acao da TMZ explicado pela hipotese da proteina Atgs _ 138
Figura 15 — Inducéo crénica transitoria de autofagia e senescéncia a longo prazo em

células de cancer de mama tratadas com Doxorubicina 140

Figura 16 — Inducdo crénica transitoria de autofagia e senescéncia a longo prazo por

Vincristina de modo dose-dependente em células de glioma U87 141

Figura 17 - Efeito da inibicdo da autofagia em diferentes etapas do mecanismo 143
Figura 18 - indice da raz&o da area celular pela area de GFP-LC3 em células tratadas
com TMZ 148

FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1 — Via da PISK/Akt/mTOR 151
Figura Suplementar 2 — Complexos mTOR 152
Figura Suplementar 3 — Ponto de Checagem de G2/M 153

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Fungdes das principais proteinas Atg no processo autofagico 21

Tabela 2 - Principais fun¢des das fosforilagcdes envolvendo a via Akt/mTORC1 24



10
RESUMO

Autofagia é o processo de degradagcdo de componentes préprios celulares e parece modular
senescéncia e apoptose induzidas por diferentes tipos de injdria, incluindo dano ao DNA.
Populacionalmente, autofagia ocorre logo ap0s 0 dano ao genoma, enquanto senescéncia é a
resposta crénica das células que resistem a morte celular. Até o0 momento, nenhum trabalho
demonstrou o papel da autofagia na senescéncia de fato, principalmente considerando uma
andlise integrada com morte celular e a ocorréncia destes mecanismos a nivel de células
anicas. Inicialmente, desenvolvemos uma metodologia para avaliacdo do tamanho e forma de
nacleos de células eucarioticas em cultura, a Analise Morfométrica Nuclear, a qual foi
validada para analise de apoptose, senescéncia e irregularidades nucleares. O segundo
objetivo foi avaliar o papel da autofagia na senescéncia e morte celular induzidas por dano ao
DNA em células de glioblastoma, e os mecanismos moleculares por tras desta relagdo. Para
isso, células expressando estavelmente o marcador de autofagia GFP-LC3 foram tratadas com
o indutor de dano ao DNA Temozolomida (TMZ), droga de escolha contra glioblastomas, por

3h seguido do replagueamento em meio livre de droga. TMZ induziu autofagia transiente e
ativacdo de AMPK-ULK1l e p38 MAPK, acompanhado da supressédo cronica da via
PISK/AKt/mTOR. O tratamento com TMZ induziu aumento de varios marcadores de
senescéncia celular a longo prazo, cuja cinética foi analisada de maneira integrada e
correlativa, bem como aumentou niveis de ROS, os quais mediaram, ao menos parcialmente,
a inducado de autofagia e senescéncia. Considerando a relagdo entre autofagia e senescéncia,
observamos uma correlacdo negativa forte entre os mecanismos a nivel populacional. Por
outro lado, a nivel de células uUnicas esta correlacdo ndo foi observada. Através do
acompanhamento de células Unicas nés observamos também uma reducdo orquestrada da
autofagia independente da aquisicdo de fenétipo senescente. Esta reducdo ocorreu antes,
durante ou apdés o aumento da area celular que caracteriza senescéncia celular, mostrando que
a reducao da autofagia ndo é necessaria para aquisicdo do fenotipo senescente. Finalmente, a
ativacdo da autofagia aumentou o efeito pro-senescente da TMZ, enquanto a supressédo da
autofagia induziu apoptose e reduziu a senescéncia, sugerindo que a autofagia protege as
células da morte celular e permite a entrada das células em estado senescente apos tratamento
com TMZ. Neste sentido, também discutimos aqui a importancia da analise completa e
integrada das alteragbes em mecanismos de proliferacdo e morte celular induzidas pela
inibicdo da autofagia. Em concluséo, autofagia e senescéncia parecem ser repostas induzidas
por um mesmo sinal mas com cinéticas diferentes nas células expostas a dano ao DNA,
estabelecendo uma correlacdo negativa a nivel populacional que ndo se confirma a nivel de

células Unicas.
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ABSTRACT

Autophagy is the process of degradation of own cellular components and appears to modulate
senescence and apoptosis induced by different types of injury, including DNA damage. At a
population level, autophagy occurs soon after the damage to the genome, while senescence is
chronic response of cells that resist to cell death. To date , no study has demonstrated the role
of autophagy in senescence indeed, especially considering an integrated analysis with cell
death and the occurrence of these mechanisms at the level of single cells. This thesis consists
of two main objectives. Initially, we developed a method to evaluate the shape and size of
nuclei of eukaryotic cells in culture, called Morphometric Analysis Nuclear, which was
validated for the analysis of apoptosis, senescence and nuclear irregularities. The second
objective was to evaluate the role of autophagy in senescence and cell death induced by DNA
damage in glioblastoma cells, and the molecular mechanisms behind this relationship. For
this, cells stably expressing the autophagy marker GFP- LC3 were treated for 3h with the
DNA alkylating agent Temozolomide (TMZ), the drug of choice against glioblastomas,
followed by replating in drug-free medium. TMZ induced autophagy and transient activation

of AMPK-ULK1 axis and p38 MAPK, accompanied by chronic suppression of the
PISK/Akt/mTOR pathway. The treatment with TMZ induced an increase of several markers

of cellular senescence at long term, whose kinetics was analyzed and integrated correlative
manner. TMZ also increased ROS levels which mediated, at least in part, the induction of
senescence and autophagy . Considering the relationship between autophagy and senescence,
we observed a strong negative correlation between the mechanisms at the population level.
On the other hand, at a single cell level this correlation was not observed. Through the
monitoring of single cells we also observed an orchestrated reduction of autophagy,
independently of the senescent phenotype acquisition. This reduction occured before, during
or after increasing the cell area featuring cellular senescence, showing that the reduction of
autophagy is not required for the acquisition of the senescent phenotype. Finally , activation
of the autophagy increased pro- senescent effect of TMZ, while autophagy inhibition
triggered apoptosis and reduced senescence, suggesting that autophagy protects cells from cell
death and allows senescence entry after treatment with TMZ. In this sense, we also discuss
here the importance of comprehensive and integrated analysis of changes in mechanisms of
proliferation and cell death induced by autophagy inhibition. In conclusion , autophagy and
senescence responses appear to be induced by the same signal but with different kinetics after
DNA damage, establishing a negative correlation at a population level that is not confirmed at

the level of single cells.
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APRESENTACAO DA TESE

7

A presente tese de doutorado é composta de: lntneducdo apresentando os
principais conceitos envolvidos na parte experimental, que sdo Autofagia (secdo 1),
Senescéncia (se¢ao 2) e a relagcdo de autofagia com senescéncia e apoptose (secédo 3). Na
sequéncia, sdo apresentados os seguintes Capitulos:

CAPITULOS | - Artigo original (PlosOne) - Morphometric Nuclear Analysis.
Ferramenta/metodologia desenvolvida para analise morfométrica nuclear como técnica
complementar aos métodos utilizados em senescéncia, apoptose e catastrofe mitética. Além
do artigo, foi depositada um patente de propriedade intelectual de prote¢cdo a descricdo e uso
do método, a qual consta como Anexo 2.

CAPITULO Il - Artigo de Revisdo (Cell Death and Differentiation) - Autophagy and
Genomic Integrity. Artigo de revisdo sobre o papel da autofagia na manutencdo da
integridade gendmica, descrevendo as principais vias ligando Resposta de Dano ao DNA a
autofagia, e o papel deste mecanismo no desfecho celular.

CAPITULO 1lI - Artigo Original (submetido ao periédico Autophagy - Single cell
analysis changes the connection between autophagy and senescence induced by DNA
damage. Artigo original descrevendo a interacdo entre autofagia, senescéncia e morte celular
em um contexto de dano ao DNA, tanto a nivel populacional quanto a nivel de células Unicas
(single cel). Sado descritos os mecanismos moleculares e celulares disparados ao longo do
tempo de maneira integrada.

CAPITULO IV - Comentario (a ser submetido ao periddicoAutophagy - Sleep or let die:

two sides of the same coin in the inhibition of autopha@omentario acerca da importancia

do planejamento de estudos envolvendo modulacédo da autofagia e interacdo desta com outros
mecanismos de morte e proliferacao celular.

CAPITULO V - Short take(a ser submetido ao periddic@\gingCell) - Kinetic Analysis Of
Morphological Alterations In DNA Damage-Induced Senescence In vitidescricdo da
cinética de aparecimento de diferentes marcadores morfolégicos, moleculares e metabdlicos
em senescéncia induzida por dano ao DNA In vitro.

Ao final, & apresentada unidscussao Integrada dos dados obtidos no trabalho, a
qual apresenta as principalgpoteses geradas a partir dos resultados bem como as

perspectivasgeradas a partir destas hipoteses.



13

INTRODUCAO

As células eucaridticas sdo sistemas complexos, expostos continuamente a estressores
tanto exdgenos quanto endogenos. Alguns sinais sao inertes as células, enquanto outros
disparam respostas celulares especificas, tais como a proliferacdo, morte, alteracbes
metabolicas, diferenciacédo ou transformacao celular. Alguns destas respostas sdo terminais e
irreversiveis, tais como a morte celular ou a senescéncia. Por outro lado, alteracdes
metabdlicas e no mecanismo de autofagia, por exemplo, usualmente ocorrem precocemente
apos um estresse celular, e passam a modular outras respostas celulares. De fato, cada vez
mais tem se observado que o estudo de mecanismos de proliferacdo e morte celular requer
uma analise integrada entre os mesmos, de modo a entender o efeito de um determinado
contexto sobre as células bem como comportamentos celulares patoldgicos.

O controle especifico destes mecanismos bem como da interacdo entre eles € muito
fino, desde o desenvolvimento embrionario até a manutencdo da homeostase do organismo
adulto e seu envelhecimento. De fato, alteracbes em mecanismos de proliferacdo e morte
celular parecem estar envolvidas na patogénese de inimeras doencas. Neste aspecto, quando
esta analise é ampliada ao processo carcinogénico, a complexidade é ainda maior. Isto porque
alteracbes nestes mecanismos e nas interagbes entre eles sao fundamentais tanto para a
formagdo, quanto para manutencdo, crescimento e resisténcia de tumores (Hanahan &
Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011).

Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos nas areas basica e clinica da oncologia,
nos Estados Unidos as mortes por cancer seguem sendo a segunda causa mais frequente
(585.720 mortes estimadas para 2014 - http://seer.cancer.gov/statfacts/html/all.html, acessado
em 02/05/2014), atras apenas de doencas cardiovasculares. Neste contexto estdo os gliomas,
tumores do Sistema Nervoso Central que acometem aproximadamente 22.500 pessoas por ano
apenas nos Estados Unidos, dentre os quais 70% sao malignos (€safqra013). Entre os
gliomas malignos, o tipo mais comum (60-70%) e agressivo é o0 glioblastoma.
Aproximadamente 25% dos pacientes sobrevivem 2 anos e menos de 10% dos pacientes
sobrevivem 2 anos livre de doenca (Stupp et al., 2005; Daretsélly, 2012), mesmo apos
cirurgia seguida de radioterapia e quimioterapia com Temozolomida (TMZ), a qual aumenta a
sobrevida em apenas 2 meses comparado a cirurgiatradioterapia sozinha (Stupp et al., 2005).
Desde os ensaios clinicos iniciais com TMZ em glioblastomas, em 1999 (Stupp et al., 2005),

e aprovacao da mesma pé&lood and Drug Administration (FDA) em 2005 (Cohen et al.,
2005), nenhum avancgo terapéutico foi obtido contra glioblastomas (Dawetfsity, 2012),

nem mesmo terapias utilizando anticorpos monoclonais (Ckinatk, 2014; Gilberet al.,

2014). Nos ultimos anos, na tentativa de entender a natureza agressiva destes tumores bem
como desenvolver novas abordagens terapéuticas, tem aumentado substancialmente o estudo
dos mecanismos celulares envolvidos na formacao e resisténcia dos mesmos. Uma vez que
estes tumores sado caracterizados por alta taxa de recorréncia, bem como devido ao fato de
glioblastomas usualmente apresentarem mutacdes que conferem resisténcia a apoptose, outros
mecanismos tem sido bastante estudados nestes tumores, tais como autofagia, catastrofe
mitética e senescéncia(Lefraatal., 2009; Gdyni&t al., 2010; Cernigliat al., 2012; Chiao

et al., 2013; Filippi-Chielaet al., 2013a). Neste sentido, 0 estudo da conexdo existente entre
estes mecanismos é fundamental para o entendimento da formacdo destes tumores e
desenvolvimento racional de novas terapias.
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Na presente tese, discutiremos 0s principais aspectos da interacdo entre autofagia e
senescéncia, dois mecanismos envolvidos em proliferagcédo e morte celular para os quais tem
sido atribuido cada vez mais um papel central na carcinogénese. As sec¢fes introdutorias
abaixo descrevem as principais caracteristicas destes dois mecanismos, seguido de uma secao
onde a integracao da autofagia com senescéncia e morte celular é apresentada.
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1. AUTOFAGIA

1.1 Conceitos basicos

Autofagia @uto - proprio;fagia - alimentar-se de) € o processo catabolico pelo qual
células degradam componentes proprios através da via lisossomal. Autofagia se mantém em
niveis basais nas células e é induzida por estressores de diferentes naturezas, principalmente
privacdo de nutrientes exdgenos e dano a componentes celulares como proteinas e organelas.
Dessa forma, autofagia exerce um papel fisiolégico fundamental na manutencdo do
metabolismo energético e controle de qualidade de componentes celulares, tais como
organelas, proteinas e complexos proteicos (Yang & Klionsky, 2010; Mathew & White,
2011). A importancia da autofagia € corroborada pela observacdo de que o mecanismo é
evolutivamente conservado, ocorrendo €melegans (Kang et al., 2001), melanogaster
(McPhee & Baehrecke, 2009), plantas (Liu & Bassham, 2@L.2pamiferos (Yang &
Klionsky, 2010). Neste sentido, € importante destacar desde ja a natureza citoprotetora da
autofagia e a diferenca entre os termos autofagia e morte autofagica: autofagia é um
mecanismo de protecdo celular, enquanto morte autofagica, na verdade, parece ser um
conceito incorreto para o qual nunca se obteve comprovagao da ocorréncia. Na verdade
células em processo de morte celular podem apresentar marcadores autofagicos, como a
presenca de autofagossomos, mas nunca houve a comprovacao de que a autofagia seja a causa
primaria da morte celular, apesar de alguns autores utilizarem este conceito (Levine & Yuan,
2005; Kroemer & Levine, 2008).

Autofagia exerce papel fundamental durante o desenvolvimento. Apos a fecundacéo
do zigoto, ocorre ativacdo da autofagia, a qual se mantém elevada até a nidacdo do embrido
no fundo do Utero. A inibicdo da autofagia neste contexto suprime a divisdo celular e impede
o desenvolvimento embrionario (Tsukamoto et al., 2008). Da mesma forma, autofagia é
ativada em inimeros tecidos logo ap6s o nascimento, e é fundamental para o funcionamento
correto de 6rgdos como o coracdo durante periodo de privacdo de nutrientes neonatal (Kuma
et al., 2004). EmC. elegansa autofagia ativada pela fertilizacdo € responsavel pela
degradacéo de mitocondrias paternas no embrido (Sato & Sato, 2011).

No organismo adulto e em células em cultura expostas a condi¢cdes ideais de
nutrientes, temperatura, pH, atmosfera e adesdo, os niveis basais de autofagia se mantém
reduzidos (entre 5 e 10% das células apresentam marcacdo positiva para o ensaio de
agregacao da proteina de fusdo GFP-LC3, marcadora de autofagossomos muito utilizada e
discutida posteriormente). Por outro lado, alteracdes em quaisquer destas variaveis induzem o
aumento da autofagia, como uma resposta celular adaptativa ao estresse. As condi¢gOes de
estresse celular mais bem descritas e caracterizadas como indutoras de autofagia celular séo a
privacdo de nutrientes, como glicose e aminoacidos (Rustell., 2014), e fatores de
crescimento (Lunet al., 2005). Neste contexto, as células disparam vias de sinalizacédo que
levam a parada da proliferacao celular e ativacdo de mecanismos de adaptacéo, entre os quais
destaca-se a autofagia, com o intuito de prover substratos energéticos e estruturaidra célula.
vivo, Mizushima e col observaram a rapida ativacdo de autofagia em células musculares,
pulmonares, pancreéticas, hepaticas, entre outras ap0s exposicdo de murinos a privacao de
nutrientes (Mizushimat al., 2004). Além das alteragBes ambientais citadas acima, também
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induzem autofagia a presenca de toxinas, microorganismos, sinalizadores paracrinos e drogas
citotoxicas que afetam diferentes componentes celulares, tais como mitocondrias, retitulo
endoplasmatico, DNA, microtubulos e proteinas (Meijer & Codogno, 2004).

Existem_3 tipos de autofag{&igura 1) (Boya et al., 2013):(a) Macroautofagia(b)
Autofagia mediada por chaperonas (CMA)X® Microautofagia. Na CMA, proteinas ou
complexos proteicos com conformagdo incorreta e que permanecem com proteinas
chaperonas ainda ligadas a sua estrutura no citoplasma séo direcionados ao lisossomo para
degradacédo e reaproveitamento de aminoacidos ou pequenos peptideos. O reconhecimento da
chaperona ligada a proteina ou complexo a ser degradado se d& pela proteina lisossomal de
membrana LAMP-2A I(ysosomal-associated Membrane Protein),2A& qual faz o
translocamento para o meio intralisossomal, onde hidrolases acidas realizam a quebra do
material. Na microautofagia, componentes celulares pequenos sdo entregues diretamente ao
lisossomo, onde acontece a degradacao dos mesmos. Estes dois tipos de autofagia sdo pouco
caracterizados, e parecem representar apenas uma pequena parte de toda autofagia celular
(Boyaet al., 2013).

Figura 1 - Tipos de autofagia.Existem 3 tipos de autofagia em células eucaribticas, os quais diferem na
maneira como o material celular préprio é entregue para degradagéo nos lisossomos. O principal mecanismo e
que representa mais de 90% da autofagia celular correspdaylenacroautofagiaque resumidamente ocorre

com a formagdo de uma organela de membrana dupla que engloba componentes celulares préprios (0
autofagossomo), entregando-os para os lisossomos. Macroautofagia sera descrita com mais detalhes na Figura 2.
O segundo mecanismo €l Autofagia mediada por chaperorf&MA), que se baseia no reconhecimento, por
proteinas lisossomais, de chaperonas ligadas a proteinas citosélicas através do motivo KFERQ. Chaperonas sdo
proteinas presentes principalmente no reticulo endoplasmatico e contribuem para o dobramento correto da
proteina. Proteinas funcionais citoplasmaticas ndo apresentam chaperonas ligadas a sua estrutura. O complexo
formado pela proteina contendo o motivo KFERQ e a chaperona ligada a este € reconhecido pela proteina
lisossomal LAMP-2A, levando ao englobamento e degradacédo dos componentes celulares. O terceifo)tipo é a
Microautofagia a qual envolve a entrega direta e ndo-seletiva de componentes celulares pequenos ao lisossomo.
Obtido de: Boya et al (2013) Emerging regulation and functions of autoplaggell Biol15, 713-720
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A macroautofagia € comumenreferida apenas como autofagia, e sera asna
presente tesd=ste mecanisn envolve 5 principais etapas: 1. Iniciagdiaucleacdado pré-
fagoforo; 2._Alongamentda membrar; 3. Fechamentdo autofagosson; 4. Maturacaalo
mesmo por fusédo ao lisossc; e 5. Degradacddos componentegsutofagocitadc (Figura
2). Autofagia inicia com a formacao (pré-fagoforo (Estrutura Pigagossomal, PAS o qual
consiste de uma membrana di alongada em forma de meia-lua (P&&bém é chama
de omegassomo, em funcéo da morfologia tipica que lembra a letra grege- Q). Sinais
de ativacdo de autofagia levam a ligacdo de proteinas especificas a membraé-
fagodforo, causando @ongamnto efechamento da estrutura de membrana dupla, forme
autofagossomde importante notar que, até esta etapa, ocorre apenas o sequestro do
proprio celular, sem degradacdo do mesrA etapa seguinte envolve a fuséo
autofagossomo com lisogeos,mediada por proteinas deembrana de ambas organelas e
que requer que o lisossonesteja com pH &cido, uma vez que inibidoresacidificacao
lisossomal suprimem esfasac. Apés a fusao do autofagossomo com o lisossomo, -se o
autofagolisossom a estrutura funcional do mecanismo autofagico. No autofagolisg, o0s
componentes celulares sdo degradapelas hidrolases acidas lisossomais, as quais
capazes de degradar proteinas, acnucleicos carboidratos e lipideos. Os produtos
degralacdo gerados a partir da autofagia sdo liberado: o0 meio intracelular através
efluxo por transportadores da membrana lisossomal (perr transportadoras c
metabdlitos)Yang & Klionsky, 201C .

Iniciagado  Alongamento  Fechamento Maturagio Degradacio
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Figura 2 - Etapas do mecanismo dimacroautofagia. A autofagia compreende as etapas (1) Iniciacdg na
qual ocorre o recrutamento de proteinas para a memdupla da estrutura p@itcfagossomal (PAS); (2)
alongamentado fagé6foro, mediado pela eragdo de outros complexos piots especificos, seguido do
fechamentalo mesmo para formacéo do autofagoss; (4) maturacaao autofagossomo, e ocorre atrave:
fusdo deste com lisossomos, levando a formagédo do autofagolisossomo, onde ocoidegradacdados
componentes celulares através da dade das hidrolases lisossomais. ModificadoYang Z & Klionsky DJ
(2010)Mammalian autophagy: core molecular machinery and sigr. Curr Opin Cell Bio 22, 124-131.
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A origem da dupla-membramaié-autofagossomal (PAS), a qual inicia o sequestro dos
componentes celulares a serem degradados e, posteriormente, forma o autofagossomo ainda é
incerta. Na verdade, os dados existentes até o momento sugerem que diferentes
compartimentos membranares intracelulares dao origem ao PAS e, subsequentemente, ao
autofagossomo (Tooze & Yoshimori, 2010). O que determina a formacao da PAS, na verdade,
€ a interacdo de proteinas especificas, as quais serdo apresentadas na proxima secdo, com a
membrana que ira originar o autofagossomo. Entre as estruturas celulares que fornecem esta
membrana inicial estdo a rede mitocondrial (Cook et al., 2014), complexo de Golgi,
principalmente na porgémwans do complexo (van der Vaart & Reggiori, 2010), a propria
membrana plasmatica, a partir de regibes de fossas de clatrina (Cuervo, 2010) e reticulo
endoplasmatico (Axet al., 2008).

Considerando a_especificidade de aleoserem degradados, a autofagia pode ser
classificada em seletiva - quando o componente a ser degradado € marcado de alguma forma,
levando ao seu direcionamento ao autofagossomo - ou ndo-seletiva, que corresponde ao
englobamento de conteudos citoplasmaticos e/ou organelas aleatoriamente, de componentes
presentes na regido onde o pré-autofagossomo se forma. Em células de mamiferos ja estao
descritos mecanismos de degradagcdo autofagica especificos de mitocondrias (mitofagia),
peroxissomos (pexofagia), reticulo endoplasmético (reticulofagia) e fragmentos nucleares
(nucleofagia) (Kraftet al., 2009). A principal proteina descrita como marcadora de 'lixo'
celular a ser degradado pela célula é a proteina p62 (ou sequestrossomo 1 - SQSTM1) (Pankiv
et al., 2007; Komatsu & Ichimura, 2010). P62 possui inUmeros sitios de interagdo com outras
proteinas, entre 0os quais um sitio de interacdo com ubiquitina, pequena proteina que marca
proteinas e complexos proteicos a serem degrados pela via proteassomal, e outro sitio que
interage com uma proteina especifica da membrana do PAS e do autofagossomo em
formacao, chamada LC3 (ou Atg8), a qual sera apresentada posteriormente (Moscat & Diaz-
Meco, 2009). Dessa forma, p62 interage e marca componentes celulares, incluindo proteinas,
complexos e agregados proteicos e organelas que devem ser envoltos por autofagossomos e
degradados por autofagia, e desempenha um papel centimhravere, consequentemente,
no controle de qualidade de componentes celulares. Como consequéncia, tem sido atribuido
um papel central a p62 no equilibrio entre autofagia, apoptose e estado oxidativo celular no
contexto da formacéao tumoral (Pankiv et al., 2007; Puissaait, 2012).

Outra questdo importante diz respeito_a coordenacao temg@rdiegradacdo de
componentes celulares através da autofagia. Pelo fato de ser um mecanismo fisiol6gico
essencial envolvido na manutencdo da homeostase celular, as células eucariotas
desenvolveram um controle especifico para degradacdo dos componentes proprios durante um
periodo de exposicdo a uma condi¢cdo de estresse celular. Neste sentido, em contexto de
privacdo de aminoacidos ceélulas eucariotas direcionam seus componentes para degradacéo
autofagica de maneira tempo-dependente. Inicialmente, sdo degradadas proteinas citosolicas e
proteassomos, seguido da degradacdo de ribossomos e, somente apos 24h do inicio da
privacdo, mitocondrias sédo direcionadas aos autofagossomos. Este controle € fundamental
para manutencdo da homeostase energética celular - a eliminacdo precoce de mitocondrias
levaria a um colapso energético celular que dificultaria enormemente o funcionamento de
maquinarias celulares e a sobrevivéncia celular adaptativa a condi¢éo de estresse (Kristensen
et al., 2008). Entre estas condicbes estdo a restricdo de nutrientes e oxigénio a que ceélulas
tumorais sdo expostas durante a formacao inicial de tumores solidos, como discutido abaixo.
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Entretanto, se por um lado autofagia contribui para manutencdo do metabolismo e
estrutura celulares em um contexto adequado (ou seja, em intensidade, duracdo e alvos
adequados), por outro lado o mecanismo pode desempenhar um papel citotdxico quando
disparado em contexto inadequado (Shintani & Klionsky, 2004; Baehrecke, 2005). Isto inclui
tanto autofagia em baixos niveis, a qual leva ao acumulo de proteinas envelhecidas e
organelas danificadas, quanto autofagia em excesso ou com duracdo prolongada, a qual pode
levar a um desbalanco energético e estrutural e ao colapso celular (Niskada2008).
Inicialmente, acreditava-se que a auto-degradagdo de componentes celulares induzidas por
tratamentos exdgenos contribuia quase exclusivamente para reducdo da viabilidade celular
(Kondo & Kondo, 2006). Dessa forma, os termos 'autofagia’ e 'morte autofagica' foram
utilizados sem distingéo durante anos. Esta quebra de conceito ocorreu entre os anos 2007 e
2009, principalmente a partir da descricdo dos mecanismos moleculares envolvidos no
controle da autofagia, bem com o advento de compostos moduladores do mecanismo. Outro
ponto importante foi o surgimento da revigtatophagy em 2007, a qual centralizou e
contribuiu enormemente para a padronizacdo metodologica e conceitual em autofagia. De
fato, a partir dos anos 2007/2008 o quadro da razdo entre 'autofagia citotoxica' e 'autofagia
citoprotetora’' inverteu, e atualmente sabe-se que a autofagia exerce papel citoprotetor em
aproximadamente 70% dos contextos em que é induzida, tanto em células normais quanto
tumorais (Maet al., 2013).

1.2 Mecanismos Moleculares em Autofagia

a. Proteinas Atg: os controladores diretos da autofagia

O controle molecular do mecanismo autofagico propriamente dito é realizado pelas
proteinas da familiatg (Autophag/-related proteing (Figura 3). Estas proteinas controlam
diretamente a formacdo do fagdforo e o fechamento do autofagossomo (Yang & Klionsky,
2010) através de funcgbes especificas sumarizaddsalmala 1. Muitas das proteinas Atg
apresenta uma propriedade semelhante a ubiquitina ligases, transferindo pequenas moléculas
entre proteinas. O processo inicia com a formacgao de um complexo inicial, 0 Complexo ULK,
formado pelas proteinas Ulk1 (ortdlogo de Atgl, de leveduras), Atgl3 e FIP200 (ort6logo de
Atgl7, de leveduras). Este complexo sinaliza a iniciagdo do mecanismo e a ativacdo de um
segundo complexo, o Complexo PI3K. Este por sua vez é formado pelas proteinas Beclina-
1/Atg6 + PI3K classe lll + Atgl4 + p150 + Ambra-1, e € recrutado para a membrana do
profagoforo para inicio da nucleagdo (também mostrado na Figura 2). Outras proteinas
transmembrana também colocalizam com marcadores de autofagossomos e parecem ter papel
importante no alongamento do mesmo, tais VMP1 e mAtg9, mostradas na Figura 2.

Apos a iniciacdo e nucleacdo do PAS, o processo de alongamento do fagoéforo inicia.
Neste sentido, além do Complexo PI3K, o Complexo ULK sinaliza para ativacdo da proteina
Atg7, a qual catalisa a conjugacédo das proteinas Atg5 e Atg1l2. Ao complexo conjugado Atg5-
Atgl2 liga-se, entdo, a proteina Atgl6L e, através deste complexo completo, ocorre o
alongamento do profagéforo. O fechamento do fagéforo em autofagossomo ocorre através da
conjugacdo de uma fosfatidiletanolamida (PE) a proteina LC3 Il (ortdlogo de Atg8 de
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leveduras) pelas proteinas Atg7 e Atg3. (Microtubuleassociated protei- Light Chain 3)
€ uma proteina citosélicalivada pela proteina Atg4 assim que expressa, gerando a f
(LC3-l) da proteina LC3, a qu permanece dispersa mgoplasma. A lipidacdo de L(I
pelas proteinas Atg7 e Atg3 lexa formacdo da LC3-lla qual dirige o fechamento !
autofagossmo. A proteina LC-1l tambéminterage diretamente com a proteina p62, a
marca componentes celulares especificos que devem ser destinados a degradacao
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Figura 3 - Mecanismo molecular da autofagiaAs etapas do processo autofagico guiadas pelas protein
Atg. O primeiro complexo na via da autofagia € o Complexo ULK (L + Atg13 +FIP200), o qual atua e
conjunto com o Complexo PI3I(p150 + PI3Kclasselll + beclina Atgl4). Estes complexos iniciam
nucleacdo da membrana do fago. Na sequencia, a formacdo do Complexo A&tf12-Atgl6L1 dirige o
alongamento desta membrana, que é fechada com a participacao da proteina LC3 na sua forma lipi
II), a qual acopla-sa membrana do fagéforo e dirige tanto o fechamento quancrutamento especifico (
parte do material a ser autofagocitado. Na sequencia, o autofagossomo fusiona cssomo, formando o
autolisossomaObtido de: www.cellsignal.cc (em abril, 2014).

Apesar dos dados acima que descrevem o papel especifico de proteinas
autofagia, os mecanismos moleculares que controlam o processo autofagico estao
serem totalmente elucidados. Por exemplo, RNA de interferéncia para diferentes Atgs
dos quais exercem urmpapel aparentementédundamental a autofagia, reem mas nao
suprimem completamengeautofagie(Scarlattiet al., 2008; Tian et al2010; Y et al., 2012;
Basit et al.,, 2013).Dessa forma parece exi, entre as proteinas Atg, mecanismos
compensacao e proteinas capazes de exercer mais de uma atiurante as tapas da
autofagiaa semelhanca do que ocorre em outros mecar fundamentai para a célula.
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Tabela 1 - Fungdes das principais proteinas Atg no processo de formacdo dos autofagossomos.

Proteina Ortologo Posu;ac,) n_a via Funcéo na autofagia Ref
(levedura) autofagica
ULK1 e . S
ULK?2 Atgl Complexo ULK Medeia a sinalizacdo de mTOR e ATGYChanet al, 2007)
Substrato de ULK1 e ULK2 que também
ATG13 Complexo ULK o Chanet al, 2009
piex modula a atividade do complexo ULK (Chanet a )
Substrato de ULK1 e ULK2 que também
FIP200 Atgl7 C I ULK o Haraet al, 2008
9 omplexo modula a atividade do complexo ULK (Haraeta )
(Hosokaweet al,
ATG101 Complexo ULK Interage com ULK1 e ATG13 2009; Merceeet al,
2009)
Componente do complexo PI3K e
Beclin 1 Atg6 Complexo PI3K também com papel na autofagia duranteLiang et al, 1999)
iniciacdo, formacéo e maturagcéo
VPS34 Complexo PI3K  Subunidade catalitica do complexo Pl3k8t°yfgg§t al,
Recruta o complexo PI3K para (Volinia et al,
p150 Vpsl5 Complexo PI3K membranas 1995)
Dirige o complexo PI3K para o (Matsuuraet al,
ATG14L Atgl4 Complexo PI3K omegassomo; também chamada de  2008; Suret al,
Barkor 2008)
Recruta Beclina-1 para a membrana do (pi
Ambra-1 Complexo PI3K . . I P - (Di Bartolomeoet
reticulo endoplasmatico al., 2010)
Conjugacéao de Similar ao sistema enzimatico de
ATG3 LC3-PE e conjugacédo de ubiquitina E2; conjuga (Tanidaet al, 2002)
ATG12 fosfatidiletanolamina a LC3
_ ~ Protease que cliva LC3 para formar LC3
Conjugacéao de . . o
I; também realiza a delipidagéo de LC3  (kabeyaet al,
ATG4 LC3-PE e . .
Il para reciclagem da proteina LC3 a 2004)
ATG12 .
partir da membrana do autofagossomo
Conjugacao de Similar ao sistema enzimatico de S
ATG7 LC3-PE e conjugacéao de ubiquitina E1; ativa (M'Zuslg'gng‘;m al,
ATG12 homologos de LC3 e ATG12
. ~ Protei Ihantes a ubiquiti
GABARAP  Atg8 LC3-PE e ofmmea Comﬂbuem o 2000; Kabeyatal,
L1/2/3 ATG12 g P 2004)
fechamento da membrana
ATG5 Conjugada a ATG12, para dirigir o

Conjugacéao de
ATG5-ATG12

alongamento e curvatura do profagoforo wizushimaet al,
a autofagossomo 1998)
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(continuacao da Tabela 1)

Ort6logo Posic¢éo na via

Proteina L. Funcéo na autofagia Ref
(levedura) autofagica
Similar ao sistema enzimatico de
ATG10 Conjugacéao de conjugacéao de ubiquitina E2, liga (Mizushimaet al,
ATG5-ATG12  ATG12 a um residuo interno de lisina na 1998)
ATG5
. . Conjugada & ATG5, para dirigir o~ (Mizushimaet al,
ATG12 Conjugagdo de alongamento e curvatura do profagéforo 2% sakoh-
ATG5-ATG12 N 9 3 p_ 9 Nakatogaweet al,
a autofagossomo; também ativa ATG3 2013)
Liga-se ao complexo ATG5-ATG12 e
Complexo ATG5- _|_g : pN X .
ATG16L1 ATG12 dirige a conjugacgdo de LC3 a membrana (Quet al, 2003)
da estrutura pré-fagossomal
ATG9A and Proteina integral Necessaria para a formacgéo do
Atg9 (Younget al, 2006)
ATG9B de membrana autofagossomo
ATG2A and Localiza no Necessaria para o fechamento do  (velikkakathet al,
Atg2
ATG2B omegassomo autofagossomo 2012)

Adaptado de: Yue e col (2013) The autophagosome: origins unknown, biogenesis céungplagy62,112-
114.

Além disso, cada vez mais tem sido demonstrado que proteinas Atg exercem outras
funcdes celulares, tais como modulacdo do transporte intracelular, secrecdo -celular,
sinalizacao celular em geral, transcricao/traducdo, modulacdo da morte celular independente
de autofagia e reorganizacdo de membranas celulares (Subramani & Malhotra, 2013). Estes
dados complicam ainda mais as analises envolvendo silenciamento ou delecédo destes genes.

b. Vias de sinalizagdo moduladoras indiretas da autofagia:

Como demonstrado na Figura 3 acima, as proteinas Atgs e os complexos que dirigem
0 mecanismo autofagico sdo modulados pelas principais vias de controle da proliferacéo,
morte e metabolismo celular, reforcando o papel fundamental da autofagia na homeostase
celular. A modulacado indireta da autofagia pode ser dividida entre as vias que regulam
negativamente o mecanismo, entre as quais destacam-se as vias de proliferacdo celular PI3K e
MAPK, e as vias que regulam positivamente 0 mecanismo, entre as quais destacam-se as vias
da AMPK e p53/dano ao DNA (Yang & Klionsky, 2010). Estas vias atuam principalmente
sobre o0 Complexo mTOR1 (mMTORC1), o qual atua como 0 mais importante repressor da
autofagia celular por reprimir o Complexo ULK. A exceg¢&o ocorre para a via da AMPK, a
qual é capaz de ativar autofagia independente de mTORC1, fosforilando e ativando
diretamente o Complexo ULK (Alerst al., 2012). Abaixo sdo descritos alguns detalhes
importantes das principais vias moduladoras do processo autofagico.
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PISK/Akt/mTOR

A via PI3K/Akt é uma das mais importantes mediadoras da sobrevivéncia celular
(Figura Suplementar 1 — Via da PI3K/Akt/mTOR). A partir da ligacdo de sinais a
receptores de membrana plasmatica tais como fatores de crescimento, insulina, citocinas e
integrinas, bem como por intermédio da ativacdo da via oncogéncia Ras, ocorre a ativacao da
proteina PI3K e a formacdo de mediadores fosfolipidicos intracelulares, como
Fosfatidilinositol 3,4,5-Trifosfato (PIP3), proximo a monocamada interna da membrana
plasmatica. Como consequéncia, ocorre o recrutamento e ativacdo da proteina Akt (PKB), a
qual sinaliza para diferentes desfechos relacionados a proliferagdo e sobrevivéncia celular:
inibicdo de vias pro-apoptéticas, repressao de sinais de parada no ciclo celular, incremento do
metabolismo glicolitico e ativacdo da sintese proteica (Jimenhe#., 2002; Manning &
Cantley, 2007). A principal proteina inibidora da ativacdo da via da Akt € a proteina PTEN
(Cantley & Neel, 1999; Salmeret al., 2008), fosfatase que remove grupamentos fosfato do
PIP3. Dessa forma, PTEN atua como importante supressor tumoral, uma das vias mais
comumente alteradas em células tumorais (Cheung & Testa, 2013).

Entre os alvos ativados pela proteina Akt esta a proteina mTOR (Hahn-Windgassen et
al., 2005), a qual esta presente em dois complexos distintos na célula, mMTORC1 e mTORC2
(Bhaskar & Hay, 2007) (Figura Suplementar 2 — Complexos mTOR) O primeiro,
Complexo 1 da mTOR (mTORC1) é formado pelas proteinas mTOR + RaptpL,+e@
modulado positivamente pela proteina Akt e inibido pelo composto rapamicina (RAPA, que
atua sobre a proteina RaptorRegulatory AssociatedProtein of "fTOR). O complexo
quinasico mMTORC1 tem como alvos de fosforilacdo as proteinas p70 S6k e 4EHBHEL (

Binding Protein 1). A primeira € uma proteina mitogénica, requerida para proliferacdo celular

e progressao pela fase G1 do ciclo celular, sendo responsavel pela fosforilacdo do
componente S6 da subunidade ribossomal 40S, fundamental a traducdo proteica (Kawasome
et al., 1998). A proteina 4E-BP1, por sua vez, atua inibindo a traducéo dependente de CAP
por se ligar ao fator de iniciacdo da traducao elF4E. Quando fosforilada pela proteina mTOR,
4E-BP1 libera o fator elF4E, permitindo o inicio da traducéo (Petuele 1994a; Paus al.,

1994b). Além disso, a ativacdo da via da Akt leva a inativacédo a proteina TSC2, repressora de
MmTORC1. Como consequéncia, mTORC1 é ativada e autofagia é reprimida por supressao do
Complexo ULK. (Inokiet al., 2002). Dessa forma, o complexo mTORCL1 integra multiplos
sinais sensores da disponibilidade de fatores de crescimento, nutrientes e energia, modulando
o crescimento celular (Reitet al., 2004; Zoncu et al., 2011).

O segundo complexo que envolve a proteina mTOR, muito menos conhecido do que
MTORC1, é o mTORC2, formado pelas proteinas mTOR + RictoBl+ Bste complexo é
insensivel a rapamicina (Rictor Rapamycin-insensitive companion of mTOR atua
ativando proteina Akt, dessa forma reprimindo a autofagia e favorecendo a proliferagédo
celular (Zoncu et al., 2011) (Figura Suplementar.2)

AMPK-ULK1

A proteina AMPK AMP-activated Protein Kina3e desempenha um papel
fundamental na regulagcdo da homeostase energética, de leveduras a plantas e animais. A
proteina AMPK €& composta de uma subunidade catalitica (alfa) e duas subunidades
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regulatérias (beta e gama), sendo ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP. Neste contexto
tem importancia a proteina adenilato cinase (ADK), a qual exerce papel central na homeostase
energética celular através do controle dos niveis de nucleotideos adenina (ATP, ADP e AMP)
na célula. ADK combina duas moléculas de ADP gerando 1ATP e uma molécula de ADP, e
através desta atividade os niveis de ATP se mantém de 7-10 vezes maiores do que ADP e
mais de 100 vezes maiores que AMP (Beis & Newsholme, 1975). O aumento da razao
AMP/ATP é causado por privacao de nutrientes, bem como por estresse celular, alteracdes
ambientais, hipoxia e isquemia. Neste sentido, AMPK é fundamental & adaptacdo celular
frente a condicbes energeticamente desfavoraveis, e a autofagia exerce papel fundamental
nestes contextos (Mihaylova & Shaw, 2011). A proteina AMPK ativa autofagia tanto
indiretamente, através da inibicdo do complexo mTORCL1 por meio da fosforilago inibitéria
de Raptor e ativacdo de TSC2, levando a ativacdo do Complexo ULK, bem como através da
ativacdo direta do Complexo ULK (Egan et al., 2011a; kial., 2011; Shang & Wang,

2011), como mostrado nkigura 4. Todos estes mecanismos de ativacao/repressao sao
controlados por meio de fosforilagbes em sitios especificos, sendo 0s principais deles
sumarizados n&abela 2. De fato, a via AMPK-UIklI-mTOR é central no controle da
autofagia celular (Ganlest al., 2009), tanto induzida por privacao de nutrientes (Séiaalg

2011) quanto induzida por dano ao DNA (Singh et al., 2012) e ativacdo de p53 (Gao et al.,
2011).

Tabela 2 - Principais fun¢8es das fosforilag6es envolvendo as vias Akt/mTORC1 e AMPK/ULK1.

Proteina e Sitio de

L . ~ Ref
Fosforilagao Principal Quinase Funcéo e

mTORCL1 (aparentemente
p70S6K T389 indiretamente, por reducdo da
defosforilacdo)

Necessaria para atividade da

proteina (Rosneret al, 2009)

Necessaria para a fosforilagdo

Shinet al, 2011
p70S6K S371 GSK3b T389 e atividade de p70S6K (Shineta )
Mecanismo importante de _
G l, 2008
Raptor S792 AMPK inibicio de mTORC1 (Gwinnet al )
. . Correlaciona com a atividade de
MTOR S2448 Proteina Quinase B / Akt MTORCL (Naveet al, 1999)
o Fundamental a formacao e (Petersoret al
TOR S2481 Auto-fosforil . . ’
m uto-fostoriiacao atividade quinase de mTORC1 2000)
ULK1 S555 AMPK (direto) Ligacdo a ATG13 e autofagia (Eganet al, 2011b)
ULK1 S317, S467, . Necessérias para a atividade (Eganet al, 2011b;
S555, S574 € S777 AMPK (direto) cindsica de ULK1 Kim et al, 2011)
ULK1 S575 MTORCL Desfaz a interagéo entre AMPK e (Kim et al, 2011)

ULK1
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Continuacao Tabela 2

Proteina Sitio de

Fosforilagio Principal Quinase Funcéo Ref

Desfaz a interagéo entre AMPK e (Kim etal, 2011;

ULK1 S758 mTORC1 ULKL Shanz%fl\)Nang,
; 5 (Eganet al, 2011b;
ULK1 S638 mTORC1 e AMPK Desfaz a interacdo de AMPK e =0 - Wang,
ULK1 2011)
pULKZ1 (sitio Modula a conformacéo da cauda

(Haraet al, 2008;

incerto — entre os Autofosforilacéo C-terminal e impede sua Chanet al, 2009)

residuos 278 e 351) interacdo com Atgl3

E importante destacar que a ativacdo da proteina AMPK pode ocorrer devido ao
aumento de ROS e &antracelular, de maneira independente razdo de AMP/ATP, levando &
ativacdo da autofagia (Emerlirg al., 2009; Mungaet al., 2011). Neste contexto oxidativo,
autofagia exerce um papel importante na manutencéao da qualidade dos componentes celulares
através da eliminagdo de estruturas celulares danificadas pelas espécies reativas de oxigénio,
como mitocondrias e outros complexos proteicos (Scherz-Shouval & Elazar, 2011).

Figura 4 - Regulacéo da autofagia pela via AMPK-ULK1A esquerda é mostrado o contexto em que a célula

se encontra em ambiente com altos niveis de glicose. Neste caso a proteina AMPK esta inativa, uma vez que a
razdo AMP/ATP é baixa. Neste contexto, o complexo mTORCL1 esta ativo e fosforila Ulkl de modo a inibir o
Complexo ULKZ1, iniciador da autofagia. Em paralelo, ha sintese proteica. Quando ha redugéo da glicose (a
direita), ocorre 0 aumento da razdo AMP/ATP e ativacdo de AMPK, com o objetivo de induzir autofagia e
manter a homeostase energética celular. Isto ocorre via fosforilacdo de Ulkl pela AMPK. AMPK também ativa
TSC, inibindo indiretamente mTORCL1, e reprime Raptor, inibindo diretamente mTORC1. Dessa forma, AMPK
ativa autofagia tanto diretamente (ativando ULK1) quanto indiretamente (inibindo mTORCL1 por duas vias).
Obtido de: Kim et al (2011) AMPK and mTOR regulate autophagy through direct phosphorylation olatk1.

Cell Biol 13, 132-141
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P53/dano ao DNA

Os sinais que disparam autofagia a partir de dano ao DNA s&o multiplos e dependem
tanto do tipo de resposta de dano ao DNA disparada (do inglés, DDRA-Damage
Repsonsgquanto do mecanismo de reparo dispardfapira 5). Os sinais que partem das
proteinas sensores do dano genémico tém como alvos, entre outros, proteinas que modulam a
autofagia especificamente em resposta a dano ao DNA, tais como os alvos de p53 DRAM
(Damage-Regulated Autophagy Modulat¢Crighton et al., 2006) e ISG20L1 (Elat al.,

2010). Outras proteinas envolvidas direta ou indiretamente na autofagia, tais como AMPK e
MAPK, também séo ativadas e contribuem na ativacdo do mecanismo em resposta ao estresse
genotdxico. Muitas destas vias convergem para a proteina mTOR, inibindo-a e levando a
ativacdo da autofagia celular (Filippi-Chiglaal, 2013c).

O controle da autofagia pela proteina p53 € complexo e ndo apenas ligado a reposta a
dano ao DNA (Maiuriet al., 2010). Em células com a proteina p53 normal a autofagia é
disparada pelos alvos de p53 DRAM e ISG20L1, concomitante a inibicdo de mTORC1 (Feng
et al., 2005; Crighton et al., 2006). A proteina p53 selvagem também ativa autofagia por
outros mecanismos ainda incertos e que parecem nao envolver o papel de fator de transcricéo
desta proteina (Maiuret al., 2010). Por outro lado, a proteina p53 mutada e incapaz de
translocar para o nucleo acumula-se no citoplasma e, nesse caso, exerce um papel inibitério
dominante sobre a autofagia (Tasdestiral., 2008). E importante destacar que, em células
mutadas para p53 a proteina p73, outro membro da familia de proteinas p53, medeia a
sinalizacao que conecta o dano ao DNA ao disparo da autofagia (Crighton et al., 2007). Esta
manutencdo da autofagia por um mecanismo compensatério reforca a importancia da
autofagia para a sobrevivéncia celular em presenca de dano gendmico, principalmente
considerando que a maioria das outras funcdes exercidas por p53 néo € realizada por p73.

Figura 5 — Mecanismos moleculares que conectam o dano ao DNA a autofadi#ltiplos mecanismos
moleculares conectam dano ao DNA a autofagia. A partir do dano é ativada a Resposta de Dano ao DNA (DDR),
através de sinalizacdo por quebra simples de DNA (SSiBgle Strand Bregkou quebras duplas de DNA

(DSB - Double Strand Bregk além dos mecanismos de reparo como o mal pareamento (MWBmatch

Repail). Estas vias convergem, através de intermediarios, principalmente para as proteinas p53 e mTOR. Porém,
mecanismos independentes destas proteinas também sado descritos. Estes mecanismos serdo discutidos com
detalhes no Capitulo Il. Obtido deitophagy and Genome Integrity (Filippi-Chiela et al., 2013b)
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1.3 Autofagia e cancer

AlteracBes do processo autofagico estdo descritas em inUmeros quadros patoldgicos
humanos, incluindo doencas neurodegenerativas, autoimunes, cardiovasculares e cancer,
como recentemente revisado (Jiang & Mizushima, 2014). De fato, genes autofagicos estao
alterados em diversos tipos tumorais, tais como melanoma, cancer de mama, prostata,
leucemias e gliomas (Wu et al., 2012). A sessdo a seguir descrevera o papel da autofagia
durante o processo carcinogénico bem como na resposta a terapias antitumorais.

O papel da autofagia durante o processo de formacdo dos canceres € complexo e
variavel, dependendo da etapa da carcinogénese em questao (FigDuaabite a iniciacda
qual invariavelmente envolve uma ou mais mutagbes que favorecem a proliferacao celular
e/ou suprimem a morte celular, autofagia contribui para manutencdo da estabilidade
gendmica, dessa forma reduzindo a incidéncia de transformacfes genéticas potencialmente
tumorais (Mathewet al., 2007). O papel quimiopreventivo da autofagia € corroborado pela
observacdo de que animais heterozigotos mutados para 0 gene autofagico beclina-1
apresentam maior incidéncia tumoral (Qu et al., 2003), enquanto a perda de um alelo de
beclina-1 é observada em mais de 50% dos canceres humanos de prostata, mama e ovario
(Aita et al., 1999). Entre os animais Bécapenas 14% desenvolveram tumores
espontaneamente em 2 anos, enquanto 59% dos anim&isdbeenvolveram tumores, do
tipo linfomas, carcinomas e adenocarcinomas (¥ual., 2003). Da mesma forma, animais
deletados para Atg4 sado mais suscetiveis a fibrosarcomas induzidos quimicamente (Marino et
al., 2007), enquanto a delecdo de Atg5 ou Atg7 no figado resulta em aumento da incidéncia
de adenomas hepatocelulares (Inamal., 2011; Takamurat al., 2011). Autofagia também
contribui para evitar tumorigénese através da eliminacdo de p62. O acumulo desta proteina
em células deficientes para autofagia leva ao aumento de ROS e alteracbes em vias
importantes no controle da proliferacdo celular, como a via daByFeonsequentemente
contribuindo para a tumorigénese. Este mecanismo poderia explicar a tumorigénese
aumentada em animais deficientes em autofagia (Maghhelv, 2009). Além disso, autofagia
parece contribuir para o reparo de lesdes de DNA. Uma vez ocorrendo o dano ao DNA, a
DDR sinaliza para ativagdo da autofagia através de mdltiplas vias de sinalizagdo, como
descrito brevemente acima. Neste sentido, a autofagia disparada por dano ao DNA
desempenha um papel duplo e variavel, ou auxiliando na sobrevivéncia celular ou como parte
da toxicidade do tratamento genotoxico, como recentemente revisado por nés (Filippi-Chiela,
2013b - referente ao artigo de revisdo que compde o Capitulo 1l da presente tese).

Por outro lado, a transformacdo maligna de células epiteliais intestinais por
superexpressao do oncogene Ras requer a supressao do gene autofagico beclina-1 (Yoo et al.).
De fato, a autofagia induzida em modelo de carcinogénese oncogénica contribui para suprimir
a proliferacdo celulann vitro e tumorigénesan vivo durante as primeiras 48h de
superexpressao do oncogene, demonstrando o papel quimiopreventivo do mecanismo
autofagico. Entretanto, a partir de 48h da superexpressao, autofagia passa a proteger as células
e contribuir para a sobrevivéncia das mesmas. Neste ponto, as células ja estdo com fendtipo
proliferativo e os tumores in vivo em processo de promocao (Wu et al., 2011).

De fato, durante a etapa de promogho tumores solidos usualmente ocorre um
periodo de estresse durante o qual o crescimento da massa tumoral ndo é acompanhado por
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um aumento suficiente do aporte de vasos sanguineos, tornando o ambiente tumoral
nutrientes e oxigénio. Durante este periodo critico, aua parece exercer um pa|
fundamental na adaptacdo das células tumorais a situagdo de estresse ambiental,
substratos energéticos que sao utilizados para manutencdo de niveis basais A
inibicdo da autofagia nesse momento contribui parliminacdo das células tumorais.
exemplo mais claro deste mecanismo ocorre na formacdo de tumores por supere
oncogénica, onde autofagia € fundamental pra manter o metabolismo oxidati
tumorigénese. A superexpressdo do oncogen'!? ativa autofagia, a qual é fundamer
para a sobrevivéncia celular e, consequentemente, para a tumorigénese a partir dest
Este papel se da principalmente pela degradacao por autofagia cdndrias injuriadas pel
alta producdo de ROS prodda por células que superexpressam'Badessa forma, a
autofagia contribui para manutencdo de um pool funcional de mitocondrias, o
fundamental para suportar, energeticamente, a formacao dc (Guoet al, 2011).

Finalmente, durante @ogressa tumorala autofagia exerce um papel depende do
contexto da inducagodend: ou contribuirpara a sobrevivéncia celular ou exndo papel
citotoxico (Wu et al.,2012. Entre os mecanismos pelos quais a autofagia atua
supressora tumoral estd@) a contribuicdo no controle dastabilidade gendémica qu
contribui para o aumento da malignidade tumc(ii) a contribuicaadireta ou indiretena
toxicidade @ alguns quimioterapic; e (iii) modulando a resposta imune e inflama. Por
outro lado, autofagia favorece a manutencdo tumoral atravési) favorecimento a
adaptacdo e boevivéncia de células tumorais a condicbes de baixa disponibilida
oxigénio e nutrienteatravés provimento de substratos estruturais e energéticos e man
do metabolismo celular baséi) controle de qualidade de componentes celulasupressao
da morte celular apoptética por eliminacéo de sinai-apoptoticosntracelulare (Chen &
Debnath, 2010; Zhou et alk012. Além disso, autofagitambém favorece sobrevivéncia
celular em situacdes déesprendimento das células tumorais do estroma tumoral, ev
anoikise permitindo o estabelecimo de metastas¢Bebnath, 2008; Fut et al., 2008).
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Figura 6 — Papel da autofagia durante as diferentes etapas da carcinogér. Os sinais vermelhos e verc
indicam, respectivamentegtapasda carcinogénese onde a autofagia exerce papel supressor tum
oncogénico. Autofagia contribui para a integridade genémica e remogéao-carcinégenos, assim evitandt
iniciacdo tumoral. Durante o estresse metabdlico da promoc¢do tumoral, a a é fundamental para
adaptacao metabdlica e remocdo de componentes alterados, como organelas, membranas e proteir
pelo aumento de ROS. Apés o estabelecimento tumoral, na fase de progressao, autofagia segue send
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(contiuacao legenda Fig. 6)

na manutencdo do metabolismo, porém, pode ser modulada através de terapias no sentido de levar as células
tumorais a morte celular. Neste ponto, autofagia exerce um papel dual, podendo tanto proteger as células de um
determinado tratamento quanto ser parte do mecanismo de toxicidade do mesmo. Além disso, autofagia contribui
para evitaanoikis facilitando o estabelecimento de metastases.

Aléem do papel da autofagia nestas 3 fases distintas da carcinogénese, é importante
destacar que autofagia interfere com a biologia de células iniciadoras tumorais de
glioblastomas, as quais apresentam caracteristicas tipicas de células tronco @teslsoni
2012; Filippi-Chielaet al., 2013b). As células tronco tumorais tem sido atribuidas fun¢des
desde a participagcdo na origem destes tumores (Singh et al., 2003; Singh et al., 2004), até o
provimento de fatores antiapoptéticos e antiinflamatérios (Todaro et al., 2007; Kruyt &
Schuringa, 2010), bem como de novas células tumorais e endoteliais para 0 ambiente tumoral
(Oswald et al., 2004; Vescowt al., 2006). A autofagia parece contribuir de forma
significativa para a manutencdo do estado tronco destas células (Pan et al.; eatoni
2012), e a inibicdo da autofagia suprime marcadores de células-tronco em cultura de células
U87 tratadas com Resveratrol (Filippi-Chiefal., 2011). Além disso, a autofagia exerce
papel importante na sobrevivéncia destas células em condigcbes de hipdxia e privacdo de
nutrientes, caracteristicas tipicas de tumores soélidos (8oat), 2013). Porém, enquanto
alguns trabalhos mostram que células com caracteristicas tronco apresentam melhor
capacidade de reparo e resisténcia a terapias (Fu et al., 2009; Lomonaco et al., 2009), outros
trabalhos apontam que células tronco sao preferencialmente eliminadas por quimioterapicos
como a Temozolomida em gliomas (Begdral., 2008; Zhuangt al., 2011). De qualquer
forma, afetar o funcionamento das mesmas tem sido alvo de inUmeros estudos pensando em
novas abordagens terapéuticas contra glioblastomas (@laake 2006).

Com relacdo ao papel da autofagia no progndstico em cancer, na maioria dos casos
pacientes com tumores apresentando alta expressdo do gene autofagico beclina-1 tem
sobrevida maior quando comparados a pacientes com tumores apresentando baixos niveis de
expressao (Pirtolet al., 2009; Zhou et al., 2013). Porém, apesar de dados escassos, para 0
gene Atg5 a resposta parece ser oposta, e esta variacdo deve-se provavelmente ao tipo de
desenvolvimento e microambiente de cada tipo tumoral ou as fungcdes ndo autofagicas do gene
(Cho et al., 2012; Subramani & Malhotra, 2013; Tatl., 2013). Atualmente, inimeros
testes clinicos utilizando terapias moduladoras de autofagia estdo em andamento. A principal
estratégia utilizada nestes estudos se baseia na utilizacdo de um agente indutor de autofagia
(normalmente através de dano ao DNA) combinado a um agente bloqueador da etapa tardia
da autofagia (na fusdo do autofagossomos com o autolisossomo). Neste contexto, ocorre a
formacao de autofagossomos, os quais se acumulam na célula, gerando um contexto oxidativo
exacerbado e reduzindo componentes celulares sem a geracdo dos produtos benéficos que
seriam gerados pela autofagia consumada. é6ail., 2013). E importante ressaltar que a
inibicdo da autofagia em tumores solidos ja formados pode acabar afetando outros
mecanismos de proliferacdo e morte celular que sdo modulados pelo processo autofagico, tais
como apoptose, ciclo celular e senescéncia. A interacdo entre autofagia e estes mecanismos
citados acima sera descrita reg&o 3.
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2. SENESCENCIA

2.1 Conceitos basicos

Senescéncia celular € o processo de parada irreversivel na proliferacdo que ocorre em
células expostas a situacfes de estresse, seja ele disparado por sinais endégenos ou induzido
exogenamente (Kuilman et al.,, 2010). A senescéncia celular tem papel importante no
envelhecimento celular e perda de funcdo tecidual nos organismos eucariotos ao longo da
vida. Além disso, a inducédo de senescéncia apds um estresse celular evita a proliferacdo de
células potencialmente tumorais, o que torna este mecanismo um dos principais supressores
tumorais enddgenos (Michaloglou et al., 2005; Vargiaal., 2012). Por outro lado, mesmo
ndo proliferativas, as células senescentes seguem metabolicamente ativas e liberando
inUmeras moléculas de sinalizacdo paracrina e autécrina, o chamado Fendtipo Secretorio
Associado a Senescéncia (SASP Senescence-Associated Secretory Phenptyps
moléculas liberadas pelas células senescentes vém sendo descritas nos ultimos anos e incluem
desde interleucinas moduladoras imunologicas e inflamatdrias até fatores de crescimento e
fatores que induzem a transformacéo de células vizinhas normais (€agdpe2010). Além
disso, através do SASP as células senescentes podem induzir senescéncia nas ceélulas vizinhas
por mecanismo paracrino (Hoare & Narita, 2013).

O processo de proliferacdo limitada de células humanas diploides em cultura foi
descrito ha mais de 40 anos, ptayflick e Moonhead (Hayflick & Moorhead, 1961e la
para ca, cada vez mais tem se demonstrado que o mecanismo de senescéncia esta envolvido
em processos biolégicos complexos, tanto fisiologicos (como envelhecimento e reparo
tecidual), quanto em contextos patolégicos, como em neurodegeneracdo, doencas
cardiovasculares e cancer (Burton, 2009). De fato, a presenca de células senescentes marcadas
positivamente para marcadores de senescéncia ja foi demonstrada em mamvigmsm
células da pele ou da retina, bem como em quadros patolégicos como em hepatdcitos de
figado cirrético e células endoteliais em contexto aterosclerético e diabético (Erusalimsky &
Kurz, 2005). AFigura 7 resume 0S principais conceitos do processo senescente: tipos,
mecanismos moleculares, alteragdes morfolégicas e as principais consequéncias da
senescéncia no organismo. As sec¢des a seguir descrevem 0s principais pontos destes aspectos.
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Figura 7 — Caracterizacdo geral da senescénci@iipos, mecanismos moleculares, alteracdes morfolégicas e
consequéncias da inducéo de senescéncia no organismo. Senescéncia pode ocorrer pelo envelhecimento celular
fisiologico (senescéncia por estresse replicativa) ou pode ser induzida através da exposicdo das células a
diferentes estressores (dano ao DNA, ROS ou superexpressao oncogénica). A partir destes sinais estressores, ha
a ativacao de diferentes vias de sinalizagdo que convergem em proteinas-chave efetoras da parada irreversivel na
proliferacdo, tais como p53-p21 e pl6-pRb. Células senescentes, as quais apresentam indmeras alteracdes
morfolégicas, passam a secretar inimeras moléculas sinalizadoras paracrinas. Sé##iscent-associated
Heterochromatin Fogi SA{3-gal — Senescence-associated-beta-galactosid8#e&P -Senescence-Associated
Secretory Phenotype
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2.2 Tipos de Senescéncia

A senescéncia é induzida por situacfes de estresse celular, podendo (Ber ou
replicativa, a qual € induzida pelo encurtamento telomérico e acimulo de dano ao DNA que
ocorre ao longo do envelhecimento celular; @) induzida, por estressores como
superexpressao oncogénica (OlBncogene-induced Senescencdano ao DNA, ROS, entre
outros estresses a componentes celulares (Rodier & Campisi, 2011; &aaljaR012).

a. Senescéncia Replicativa

As extremidades dos cromossomos eucariotos possuem sequencias repetitivas de DNA
nao codificantes, os teldomeros. A presenca dos teldomeros garante que DNA codificante ndo
seja perdido durante a replicacdo do DNA, a qual é ineficiente nas extremidades
cromossomais. A manutencéo das sequencias teloméricas € realizada pela atividade da enzima
telomerase, polimerase que possui em sua estrutura uma fita de RNA que serve como molde
para a sintese de novos teldbmeros (Hadéeyal., 1990; Harley, 1997). A atividade da
telomerase é elevada em células germinativas e em células do inicio do desenvolvimento
embrionério, porém, reduz gradualmente ao longo do tempo de vida da célula. Como
consequéncia, ocorre o encurtamento dos telomeros e, quando estes perdem sua fungcao de
protecdo a extremidade cromossomal, a sinalizacdo para entrada em senescéncia é ativada
(Shay & Wright, 2007). A manutencao elevada da atividade da telomerase, em consequéncia,
evita a senescéncia celular e confere um perfil imortal as células em cultura (Bodhar
1998). Neste sentido, 0 mecanismo de senescéncia contribui para a renovacédo celular e
manutencado da homeostase no organismo multicelular, uma vez que o envelhecimento celular
€ acompanhado por perda de funcionalidade e danos que se acumulam em componentes
importantes da célula, como o DNA (Dimri & Campisi, 1994; Campisi, 1997).

Todas as células eucariotas somaticas apresentam um limite do nimero de divisées no
organismo adulto, o chamado Limite de Hayflick (Hayflick & Moorhead, 1961; Hayflick,
1965). Na década de 60, Hayflick & Moorhead observaram que fibroblastos diploides em
cultura celular dividiam-se de maneira limitada, entre 30 e 40 vezes, ap0s as quais deixavam
de proliferar de maneira irreversivel. Concomitante a parada irreversivel na proliferacdo, estas
células apresentavam 3 alteracdes importantes, as quais sdo descritas como os Fatores de
Hayflick (Shay & Wright, 2000): (i) encurtamento telomérico com ativacdo da proteina
histona H2A.X, sensor inicial do dano ao DNA,; (ii) acimulo de dano ao DNA com formacao
de foci intranucleares, formados pela proteina H2A.X; (iii) ativacdo do(s) promotor(es) de
genes que codificam proteinas efetoras da parada irreversivel da proliferacéo celular.

Molecularmente, a sinalizacdo celular que dispara a senescéncia induzida por
encurtamento telomérico envolve a ativacdo da proteina sensor de dano ao DNA histona
H2A.X. A partir desta proteina, sao ativadas vias de DDR, especialmente envolvendo o eixo
ATM/ATR-Chk1/2-p53. Como consequéncia, ocorre 0 aumento dos niveis de p21 e pl6,
proteinas inibitérias de complexos ciclina-CDK, levando a parada irreversivel da proliferacao
celular. De fato, células em cultura que conseguem superar a senescéncia replicativa
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comumente apresentam reducdo ou perda de proteinas como p53, 16 e/ou p2ét @gble
1996; Brown et al., 1997).

b. Senescéncia Induzida

Por outro lado, a parada irreversivel na proliferacdo pode ser induzida em células
eucariotas ndo senis de maneira exdégena, por meio da exposi¢cao a contextos pré-senescente.
Entre os indutores exdgenos de senescéncia destacam-se a superexpressao oncogénica,
inducdo de dano ao DNA, aumento de ROS, bem como danos a outros componentes celulares
como microtubulos e mitocondrias (Rodier & Campisi, 2011; Vaejas, 2012).

Os mecanismos que dirigem o0s principais tipos de senescéncia induzida sao
semelhantes. Tanto a senescéncia induzida por dano ao DNA, quanto a induzida por ROS ou
superexpressao oncogénica ativam a proteina H2A.X, levando a alteragcdes na cromatina,
ativacdo de DDR, parada do ciclo celular e, subsequentemente, senescéncia (Di Micco et al.,
2006; d'Adda di Fagagna, 2008). A ativacao de senescéncia frente a estes estressores funciona
como uma importante barreira a proliferacdo de células pré-tumorais, uma vez que modelos
animais deficientes no processo senescente apresentam maior incidéncia tumoral quando
comparados a animais proficientes em senescéncia (Campisi, 2001; Christov et al., 2003).
Algumas caracteristicas importantes de cada um dos principais indutores de senescéncia sao
descritas a sequir.

OIS (Oncogene-induced Senescencehecanismo mais estudado de OIS é atraves da
superexpressdo do oncogene ‘Ragescrita inicialmente por Serrano e col (Serrano et al.,
1997). A primeira vista, parece contraditorio que a superexpressdo de um gene envolvido em
promover a proliferacdo celular leve a parada irreversivel da proliferacdo celular. O que
ocorre é que, apesar de uma sinalizacdo aguda pro-proliferativa ap0s a superexpressao
oncogénica, o aumento abrupto e exacerbado da sinalizacdo oncogénica acaba gerando um
estresse devido a hiper-replicacdo, levando a ativacdo de DDR (Di Micco et al., 2006). Como
consequéncia, ocorre a repressao de vias de proliferacdo celular (tais como a via da Akt/PI3K)
e ativacdo de vias de resposta a estresse celular e bloqueio da proliferacéo, tais como a via
MAPK (Bardeesy & Sharpless, 2006; Bartkoed al., 2006). Finalmente, as células
aumentam a expressao de p53, p21 e pl6, reprimindo pRb e levando a senescénci&{Serrano
al., 1997; Haferkamp et al., 2009). Aléem da DDR, o aumento de ROS apés a ativacao
oncogénica também tem papel no feedback negativo sobre estas vias de proliferacdo (Ogrunc
et al., 2014). O processo de OIS é um mecanismo antitumoral endégeno fundamental para a
supresséo da formacao tumoral (Braigl., 2005).

Dano ao DNA:A resposta celular ao dano gendémico pode envolver o disparo de
diferentes mecanismos, como parada no ciclo celular, apoptose, necrose, autofagia, catastrofe
mitotica e senescéncia (Jackson & Bartek, 2009). A lista de agentes indutores de dano ao
DNA que levam a senescéncia celular é longa e envolve multiplas vias de DDR (Atcorta
al., 1996; Robles & Adami, 1998), entre as quais destaca-se a via ATM-Chk1/2-p53. Esta via
é ativada pela proteina histona H2A.X, a qual sinaliza para o a formacao do complexo MRN
(Mrell+Rad51+Nbsl). Como consequéncia, ocorre a ativacdo de ATM e Chk1/2, levando a
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ativacédo e estabilizacdo de p53, a qual atua como fator de transcricdo de p21, levando ao
bloqueio do ciclo celular. O dano ao DNA também pode levar ao aumento de outros
inibidores da progressao do ciclo celular, como pl16 e p27 (descritos na proxima se¢éo). Dessa
forma, células tumorais deficientes em componentes destas vias séo resistentes a entrada em
senescéncia (Mathon & Lloyd, 2001). Em contextos nos quais o dano celular € irreparavel e
intenso, mesmo que seja agudo, as células entram em processo de quiescéncia, senescéncia ou
morte celular, dependendo da via e da intensidade de sinalizacdo disparada (von 2glinicki

al., 2005; d'Adda di Fagagna, 2008; Lupestzal., 2010). Finalmente, inGmeros compostos
indutores de dano ao DNA, também elevam os niveis de ROS intracelular, de modo que a
senescéncia induzida por estes compostos deve ter um mecanismo cooperativo entre ROS e
DDR (Katayamaet al., 2007; Koukt al., 2012; Marullo et al., 2013).

ROS:A inducéo de senescéncia mediada por ROS também tem como mediador, assim
como a senescéncia induzida por dano ao DNA, a proteina p53 (Muller, 2009). Neste sentido,
tem sido atribuido um papel de supressao tumoral as espécies reativas devido a inducao de
senescéncia (Ramsey al., 1999). A ativacdo de p53 pode ocorrer por modulacédo de outras
vias moduladoras da senescéncia, tais como ativacdo da proteina sensor de estresse celular
p38 MAPK. Como consequéncia, ocorre ativacao de fiKdocus que codifica para
diferentes repressores do ciclo celular, explicados abaixo) e p21, levando a senescéncia
(Toussaintet al., 2000; Macip et al., 2002). Além destes efeitos, as espécies reativas podem
acabar causando dano ao DNA e, consequentemente, DDR, levando a senescéncia por ambas

as vias, como demonstrado apds superexpressao do oncogene c-Myat @lafz002).

Na verdade, como exemplificado por este ultimo mecanismo que descreve OIS
induzida por c-Myc, os trés principais mecanismos de inducdo de senescéncia estao
intimamente conectados e compartilham efetores moleculares semelhantes. Inameros
compostos indutores de dano ao DNA, assim como a ativagcado oncogénica, induzem também
ROS. Em todos os casos, ambos os sinais (DDR e ROS) devem contribuir para a parada
irreversivel na proliferacdo celular. Neste sentido, molecularmente a maioria dos sinais
indutores de senescéncia, seja estresse replicativo, dano ao DNA, ROS ou ativacao
oncogénica podem partir de iniciadores de resposta comuns, como a histona H2A.X, e
convergir para a proteina p53, um dos mais importantes reguladores da sobrevivéncia celular
em resposta a estresses celulares. P53 atua, entre outras fungcdes, como fator de transcricdo de
p21, um dos principais efetores da senescéncia celular, e pode ainda levar a um ciclo de
retroalimentacao positiva de producdo de ROS que converge para a inducado de senescéncia
(Itahanaet al., 2001). Finalmente, o estresse replicativo também parece ser uma caracteristica
tipica de OIS, ja que as células sao estimuladas fortemente a proliferarem em funcdo da
sinalizacdo oncogénica exacerbada (Bartleia., 2006) e muitos estudos sugerem que OIS
€ uma resposta de dano ao DNA disparada por hiper-replicacdo (Di Micco et al., 2006).

2.3 Mecanismos moleculares em senescéncia

Como descrito parcialmente acima, os principais mecanismos moleculares que dirigem
a senescéncia tanto replicativa quanto induzida envolvem proteinas mediadoras e proteinas
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efetoras. As moléculas mediadoras sdo responsaveis pelo carregamento do sinal desde a
origem do estresse celular até as proteinas efetoras na parada da proliferacdo. Entre as
proteinas mediadoras destacam-se a ativacdo de vias de DDR envolvendo, principalmente, a
proteina p53, e a modulacdo das vias de proliferacdo e morte celular, como a via da PI3K/Akt
(Lorenzini et al., 2002; Luo et al., 2003) e a via da MAPMItbgan-Activated Protein

Kinasg, especialmente envolvendo a proteina p38 MAPK (lwesal., 2003). Estas
proteinas sinalizam para as proteinas efetoras da parada na proliferacdo, que correspondem a
inibidores da progressao do ciclo celular e estédo dispostas em duas familias génicas — Familia
Cdkn2A Cyclin-dependent kinase inhibitor p& Familia Cdkn1Gyclin-dependent kinase
inhibitor 1). A Familia Cdkn2A é codificada pelo I6cus génico INK4o qual compreende

0os genes Cdkn2a e Cdkn2b. Estes genes codificam as proteinas supressoras tumorais
pl6(Inkda) e pl5(Ink4b) as quais se ligam a proteinas CDKs e, assim, impedem a atividade
dos complexo ciclina-CDK e a progressdao do ciclo celular (Collins & Sedivy, 2003;
Sharpless, 2005). A familia Cdknl, por sua vez, também chamada de CIREK (
Interacting Protein / Kinase-Inhibitory Proteijsinclui os supressores tumorais p21, p27 e

p57. Estas proteinas ligam-se tanto a ciclina quanto a CDK dos complexos formados,
reprimindo a atividade dos mesmos (Chengl., 1999; Nagahanst al., 2001).

Como alvo final comum, muitas destas proteinas modulam indiretamente a funcao da
proteina do Retinoblastoma (Rb), incluindo p53, p27 e p16, o que leva a ativacdo do ponto de
checagem e parada no ciclo celular (Lu&gal., 1995; Flatet al., 2000; Alexander & Hinds,

2001). A proteina Rb é, se ndo a principal, uma das principais controladoras da passagem
pelos pontos de checagem do ciclo celular, uma vez que sua principal funcao € se ligar e inibir
os fatores de transcricdo E2F, os quais sdo fundamentais a transcricdo de genes essenciais
para replicacdo e, consequentemente, proliferacdo. Quando hipofosforilada, pRb se mantém
ligada a E2F, reprimindo-o. As proteinas CDKs ativas (no contexto do complexo com as
ciclinas correspondentes) sdo as quinases que fosforilam sequencialmente sitios de pRb e
liberam E2F, permitindo o prosseguimento do ciclo celular (Weinberg, 1995; Tedllatli,

2010). Dessa forma, importantes repressores do ciclo celular e indutores de senescéncia, como
pl6 e p21, mantém pRB hipofosforilada por inibirem os complexos ciclina-CDK. A proteina
pRb € um mecanismo de seguranca de parada da proliferacdo celular (Weintraub et al., 1995).
Este aspecto € corroborado pela observacdo de que inUmeros tumores humanos apresentam
delecdo desta proteina (Nevins, 2001), bem como pelo fato de o silenciamento de pRB
aumentar a quantidade de quebras duplas de DNA e sensibilizar células de glioblastoma ao
dano ao DNA induzido por etoposideo, de maneira p53-independente (BiadqlR2013).

2.4 O estudo da senescéncia

O estudo do mecanismo de senescéncia envolve tanto a andlise de alteracdes
fenotipicas quanto moleculares (Lawlexdsal., 2010). A parada na proliferacdo celular e
observada através de curvas de crescimento, ¢wpalation Doubling, porém este pode
mascarar uma resposta diferencial de supopulagbes celulares frente a um determinado
tratamento e, em funcéo disso, analises adicionais sdo necessérias. Neste sentido, o niumero de
células por si sO € apenas um indicativo da indugéo de senescéncia celular, e € fundamental a
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andlise da morfologia e outros marcadores. As células senescentes apresentam aumento do
tamanhoin vitro, acompanhado do surgimento e extensdo de prolongamentos. As células
tornam-se mais aderidas ao substrato e sofrem um achatamento tipico. As membranas celular
e nuclear permanecem intactas e ndo ocorre fragmentacdo nuclear ou celular @taalless

2010).

O nudcleo de células senescentes apresentam foci formados pela proteina histona
H2A.X, bem como Foci de Heterocromatina Associados a Senescéncia (SSdAEscence-
Associated Heterochromatin FQ@n vitro. Além disso, as células senescentes apresentam um
aumento da area nuclear (Mitsui & Schneider, 1976; Zhatngl., 2005; Funayama &
Ishikawa, 2007). O capitulo | da presente discussdo descreve uma ferramenta para Analise
Morfométrica Nuclear (NMA) que desenvolvemos com o intuito de reduzir a subjetividade de
analises de forma e tamanho nuclear, e prover assim um método adicional para a analise
nuclear em senescéncia (Filippi-Chietaal., 2012).

Metabolicamente,as células senescentes apresentam aumento da atividade da enzima
acida lisossomal beta galactosidaSenescence-Associated Beta Galactosid&#%&{3-gal), a
qual é detectada através da conversdo de um substrato acroméatico em um produto azul
insolUvel, que se acumula dentro das células e pode ser mensuradoe{Rilmri995). Além
disso, é importante a analise dos niveis de proteinas efetoras da parada irreversivel da
proliferacdo, tais como p21, p27 e pl6, bem como o estado fosforilativo da proteina Rb
(Collado & Serrano, 2006). Na verdade a analise da inducédo de senestéfitc@arequer
uma analise combinatoria de dois ou mais parametros entre os citados acima (giaalless
2010). Neste sentido, no Capitulo V da presente tese nds apresentarsisriutake(em
preparacao) acerca da cinética de alteracdes que ocorrem em células induzidas a senescéncia,
corelacionando as altera¢cdes que ocorrem ao longo do tempo.

2.5 Senescéncia e cancer

A senescéncia celular é um dos mais importantes mecanismos endogenos
antitumorais, levando inumeras células pré-tumorais a parada irreversivel da proliferacéo,
suprimindo a carcinogénese. Neste sentido, a formagcdo de tumores malignos requer que
alguma célula pré-tumoral ou de um tumor benigno ultrapasse a chamada barreira senescente
e passe a apresentar potencial proliferativo ilimitado. Este ponto € central a formacédo de
tumores malignos, fato evidenciado pela observacdo de que células senescentes séo
prevalecentes em tumores pré-malignos, enquanto tumores malignos apresentam poucas
células senescentes (Collado & Serrano, 2010). Um exemplo tipico deste aspecto € observado
em células de nevi (pré-maligno e senescente) em comparacdo com células de melanomas
(maligno e néo senescente) (Bennett, 2003). De fato, inimeros modelos animais deficientes
no processo de senescéncia celular tem uma incidéncia maior de formacdo de tumores,
enquanto agentes quimiopreventivos induzem senescéncia como mecanismo que bloqueia o
aparecimento de tumores (Bartkataal., 2006).

A capacidade de evadir a senescéncia e adquirir potencial replicativo ilimitado é
adquirida através de alteracdes nos principais componentes de ativacdo da senescéncia
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celular, como por exemplo, aumento da atividade da telomerase ou mutacdo dos genes
efetores da senescéncia celular, tais como p53, o l6cus fNK#o gene p21 (Mathon &

Lloyd, 2001; Collado & Serrano, 2006). Em alguns tipos tumorais, a superexpressao de
telomerase ultrapassa 70% dos tumores avaliados, tais como carcinoma de prostata (90%),
neuroblastoma (94%), oligodendroglioma (100%), glioblastoma (75%), carcinoma de mama
in situ (75%), carcinoma pancreatico (95%) e melanoma (86%) (Mathon & Lloyd, 2001). De
fato, a superexpressao de telomerase € um fator prognostico ruim, e terapias indutoras de
senescéncia celular falham em reduzir estes tipos tumorais (Greingér 2002). Neste
sentido, abordagens que reativem ou redirecionem as células tumorais para senescéncia -
atraves da inibicdo da telomerase ou inducéo de proteinas efetoras da senescéncia celular - séo
promissoras no combate a tumores resistentes a outros mecanismos de morte celular (Harley,
2008; Nardellaet al., 2011).

O papel da senescéncia celular como mecanismo antitumoral endogeno é bastante
claro. Porém, nos ultimos anos iniumeros trabalhos tém mostrado que células senescentes séo,
na verdade, um risco para 0 desenvolvimento de novos tumores bem como para a
transformacao de células normais em células pré-malignas. Isso porque, como descrito acima,
células senescentes se mantém metabolicamente ativas e, com isso, seguem secretando
moléculas para o meio extracelular (Kuilman & Peeper, 2009; Ceippk, 2010). Entre as
moléculas liberadas para o meio extracelular estdo fatores que induzem a transformacéo preé-
maligna de células vizinhas (Krtolicat al., 2001; Yanget al., 2006), citocinas pro-
proliferativas e pro-inflamatorias (Davalesal., 2010) e fatores de crescimento, entre eles o
VEGF (Coppeet al., 2006). Neste sentido, alguns autores consideram células senescentes
como células resistentes a terapia antitumoral, uma vez que estas células, mesmo expostas a
um estressor, resistiram a morte celular e, além disso, favorecem a proliferacdo e
sobrevivéncia tumorais (Sasakial., 2001; Hampedt al., 2005; Gordon & Nelson, 2012). A
remocao de células senescentes se da por células do sistema imune, dessa forma reduzindo os
efeitos pro-tumorais do secretoma senescente €us., 2007; Serrano, 2011). Apesar de
estes mecanismos apresentados serem bem destntib® e em alguns modelos animais,
muitos deles permanecem pouco conhecidosivo. Da mesma forma, pouco se sabe a
respeito da inducdo de senescéncia em tumores de pacientes, e a consequéncia desta inducéo
no comportamento tumoral.
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3. CROSSTALKENTRE AUTOFAGIA, SENESCENCIA E MORTE CELULAR

Além do papel na manutencdo energética e estrutural celular, autofagia exerce um
papel fundamental as células também por modular outros mecanismos de proliferacdo e morte
celular, tais como o ciclo celular, a senescéncia e a morte celular. Cada vez mais tem sido
mostrado que autofagia modula estes mecanismos em condicdes de estresse celular,
contribuindo para a adaptacdo e sobrevivéncia celulare (seja por hipoOxia, privacdo de
nutrientes ou presenca de agentes citotoxicos). De fato, mecanismos como os citados acima,
somados ao metabolismo celular basal, atuam em constesdgstalk em uma célula
eucariotica, e alteracbes do funcionamento de um deles pode acabar afetando outros e, por
vezes, a propria sobrevivéncia celular.

Neste sentido, entender a ligacao entre estes mecanismos é fundamental para entender
comportamentos celulares fisiologicos e em quadros patolégicos. De fato, cada vez mais se
tem mostrado que, nestes contextos, um ou mais mecanismos podem estar alterados, e
entender a conexdo entre eles pode ser importante para o entendimento da patogénese e
desenvolvimento de terapias. As se¢0es abaixo descrevem as interagées mais importantes para
o presente trabalho: (3.Autofagia e Senescéncia Celulag (3.2)Autofagia e Apoptose

3.1 Autofagia e Senescéncia Celular

Autofagia e senescéncia sdo dois mecanismos fisiolégicos conservados
evolutivamente e induzidos por condicbes de estresse celular. Apesar da importancia
crescente destes mecanismos em condic¢des fisioldgicas e patoldgicas como envelhecimento,
doencas neurodegenerativas e cancer, o papel da autofagia na entrada em senescéncia é
complexo e longe de estar esclarecido (Gewirtz, 2013; Gewirtz, 2014).

Autofagia parece interferir com diferentes mecanismos de inducdo de senescéncia,
como envelhecimento (Pospeloggaal., 2012), ativacdo oncogénica e dano ao DNA (Young
et al., 2009) e superexpressao de p21 (Demidenko et al., 2009). O atual estado da arte aponta
para autofagia antecedendo a entrada em senescéncia e contribuindo para a parada irreversivel
da proliferacéo celular na maioria dos modelos (Patschan et al., 2008). Em se tratando de
envelhecimento de organismos eucariotos, inumeros trabalhos sugerem que autofagia exerce
papel na determinacao do tempo de vida de diferentes organismos. Autofagia é requerida para
0 aumento do tempo de vida induzido por restricdo caléricL erlegangJia & Levine,
2007) eA. thaliana(Minina et al., 2013). Além disso, murinos superexpressando a proteina
Atg5 apresentam um aumento do tempo médio de vida de 17.2%, além de apresentarem maior
sensibilidade a insulina e melhora da fun¢cdo motora (Pyo et al.,.2013)

Ja em modelos de senescéncia induzida, autofagia regula positivamente a senescéncia
induzida por ROS através do aumento de p21 mediado por Atg5 em fibroblastos humanos
(Luo et al., 2011), em uma cinética correlacionada confieedbacknegativo da via
Akt/mTOR (Younget al., 2009). Em células epiteliais biliares, a expressédo de LC3 colocaliza
com os marcadores de senescéncia celular pl6 e pl5, enquanto a inibicdo da autofagia
utilizando 3-metiladenina (3-MA), inibidor do Complexo PI3K, reduziu significativamente a
senescéncia induzida por,®}, etoposideo e privacdo de soro (Saskal., 2010). Em
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modelo de senescéncia induzida por dano ao DNA, células de cancer de mama MCF7
expostas a adriomicina (doxorubicina) e camptotecina dispararam autofagia, seguido de
senescéncia, com uma dependéncia parcial de p21. Nestas células, antioxidantes (NAC e
GSH) e inibidores de ATM (cafeina, KU-55933 e shRNA) reduziram a autofagia e
senescéncia, sugerindo que ROS e DDR cooperam para a inducdo de senescéncia. Além
disso, shRNA para Atg5 e Atg7, 3MA e cloroquina parcialmente reduziram senescéncia
(Goeheet al., 2012), assim como demonstrado por Luo em um modelo senescéncia induzida

por H,O, em fibroblastos normais (Luo et al., 2011).

Considerando o uso de ativadores da autofagia, o inibidor de mTOR Rapamicina
(RAPA) reduz a ocorréncia de senescéncia induzida por diferentes mecanismos, como
replicagdo em células embrionarias murinas (Pospeibah, 2012), dano ao DNA e ROS em
células de uma linhagem celular imortalizada de epitélio retinal humano e tratamento com
Butirato de Sdédio em células de fiborosarcoma humano HT1080. Porém, nestes trabalhos com
RAPA nao é possivel atribuir o efeito em senescéncia a autofagia. Isto porque mTOR é uma
proteina central que modula metabolismo, sintese proteica e inUmeras outras funcdes celulares
incluindo a passagem de quiescéncia a senescéncia e reparo de DNA, de modo que néo é

possivel atribuir a autofagia o efeito da RAPA na senescéncia (Ga#uzai., 2010;
Leontieva & Blagosklonny, 2010; Menendetzal., 2011).

Os resultados dos modelos acima mostram que, de fato, autofagia e senescéncia
podem ser induzidas pelo mesmo tratamento. Porém, considerando a interacdo entre estes
mecanismos, nenhuma interdependéncia ou conexédo direta foi demonstrada até o momento.
Esta observacédo é corroborada pelo fato de o silenciamento de Atgs através de shRNA, por
exemplo, embora reduza autofagia a niveis semelhantes aos do controle, reduz muito pouco a
porcentagem de senescéncia nas ceélulas silenciadas (Luo et al., 2011eiGdel2®12). Isto
sugere que estes mecanismos possam estar sendo induzidos pelo mesmo estressor, sim, mas
em paralelo e com cinéticas diferentes como sugerido recentemente (Gewirtz, 2014). Em
funcdo deste quadro complexo e da falta de dados completos sobre a interagcdo entre estes
mecanismos, um dos objetivos centrais da presente tese sera estudar o papel da autofagia na
senescéncia induzida por dano ao DNA, como apresentado no Capitulo Il desta tese.

Um dos motivos pelos quais alguns resultados sobre interacdo entre autofagia e
senescéncia parecem contraditorios e/ou inconclusivos se deve ao fato de a maioria dos
trabalhos citados aqui apresentarem uma analise incompleta da resposta a determinado
tratamento. Isto porque, para avaliacdo do papel da autofagia na senescéncia, estes trabalhos
utilizam inibidores farmacoldgicos ou genéticos de autofagia, seguido da analise de
senescéncia, mas sem levar em conta que a inibicdo da autofagia pode levar & morte celular
e/ou reducdo do numero de células. Porém, a andlise completa envolvendo autofagia, morte
celular e senescéncia, somada a avaliacdo do numero de células néo foi feita em nenhum
trabalho (Gewirtz, 2014). O Capitulo IV corresponde a um comentario, a ser submetido ao
periodicoAutophagy sobre este aspecto da importancia do planejamento de experimentos que
incluam a inibicdo da autofagia e a observacdo em paralelo de diferentes mecanismos
celulares.
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3.2. Autofagia e apoptose

Se, por um lado, a ligacéo entre autofagia e senescéncia € pouco conhecida, a interacao
entre os mecanismos de autofagia e apoptose ja foi bastante estudada. Atualmente, a relacéo
entre estes mecanismos é bastante clara: a grande maioria dos estudos aponta para autofagia
como parte do processo de adaptacdo e sobrevivéncia celular que evita ou retarda a morte
celular, tanto in vitro quanto in vivo (Marino et,&014).

Autofagia atua protegendo as células da morte celular através de 3 principais
mecanismos (Maiuriet al., 2007b): (i) provendo precursores energéticos para suportar
requerimentos energéticos em condi¢cdes de estresse; (ii) eliminando sinais intracelulares proé-
apoptoéticos, como por exemplo através da eliminacdo de mitocéndrias danificadas; e (iii)
contribuindo para @urnoverde componentes celulares. De fato, a inibicdo da autofagia em
contexto de privacdo de nutrientes ou tratamentos citotoxicos, tanto na etapa de formacéo de
autofagossomos (com 3-MA) quanto na etapa de formacdo dos autolisossomos (com
bafilomicina ou cloroquina), dispara apoptose em diferentes tipos celularesetBaya&005;

Cao et al., 2013; Pan et al., 2013).

Molecularmente, cada vez mais tem sido demonstrado que vias de sinalizacdo
similares exercem alguma fungéo tanto na autofagia quanto na apoptose, conectando estes
mecanismos. A sobreposi¢cdo molecular mais conhecida refere-se a familia de proteinas Bcl2
(revisado por diversos autores) (Pattingre & Levine, 2006; Kdrg., 2011b; Marquez &

Xu, 2012). As proteinas Bcl2, em sua grande maioria associadas a membrana mitocondrial,
sdo as principais controladoras do mecanismo apoptético, dividindo-se em membros pro-
apoptaticos e antiapoptoéticos, os quais interagem fisicamente por meio de dominios chamados
BH3 (Bcl-2 Homologous Domain). O balanco entre estes dois tipos de proteinas Bcl2 &
fundamental no controle da permeabilidade da membrana mitocondrial e, consequentemente,
do processo apoptdético (Martinou & Youle, 2011). Em 2005 Pattingre e col descreveram a
primeira interacdo molecular entre os mecanismos de autofagia e apoptose envolvendo a
proteina antiapoptotica Bcl2. A proteina Bcl2 interage com a proteina beclina-1 (Atg6), a qual
também possui um dominio BH3, 'sequestrando-a’ e inibindo sua atividade na autofagia.
Posteriormente, mecanismo semelhante foi descrito para outra proteina antiapoptotica da
familia Bcl2, a proteina Bclix Dessa forma, estas proteinas antiapoptoticas também atuam
inibindo a autofagia. O tratamento com BH3-miméticos, que se ligam as proteinas Bcl-2 e
Bcl-XL, libera beclina-1 dos complexos com estas proteinas antiapoptéticas. A proteina
beclina-1 "livre" forma o Complexo PI3K e h& o disparo de autofagia nas células (Btaiuri

al., 2007a). Por outro lado, as proteinas Bcl2 ndo perdem sua funcdo antiapoptotica mesmo
quando complexadas a beclina-1, sugerindo que esta interagdo tenha evoluido propriamente
para o controle do disparo da autofagia. Aléem di$¥mawan e colmostraram, em um
modelo celular onde o processo autofagico precede o disparo da apoptose, que a clivagem das
proteinas beclina-1 e PI3K-classe Ill por caspases inativa a autofagia e dispara apoptose,
através de um mecanismo de translocacéo subcelular do fragmento C-terminal de beclina-1 a
mitocondria (via seu dominio BH3) e liberacdo de fatores pré-apoptéticos mitocondriais.
Assim, é gerado um sistema de retroalimentagéo positiva de apoptose a partir da clivagem de
beclina-1 (Wirawan, 2010).
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Posteriormente, outros mecanismos moleculares foram descritos. A superexpressao
de Atg5 em eosindfilos e basdfilos sensibiliza a morte celular induzida por agentes
citotdxicos, tantan vitro quantoin vivo (Yousefiet al., 2006). Porém, neste caso a proteina
Atg5 participa da apoptose nestas células. A proteina Atg5 é clivada pela enzima calpaina e a
forma clivada se desloca para a mitocondria, onde se associa como antiapoptético Bcl-x
liberando o pro-apoptético Bax, formando poros na membrana mitocondrial e levando Pa
liberacdo de citocromo c e ativacdo de caspases com consequente apoptose €lYalisefi
2006). Além disso, como Bcl-xinterage com beclina-1 na mitocéndria, esta interacdo de
Atg5 clivado com Bcl-x poderia acabar induzindo ainda mais autofagia por liberar

competitivamente beclina-1.

Finalmente, um terceiro mecanismo na interacdo entre autofagia e apoptose envolve
a proteina caspase-8, a qual é a principal mediadora da apoptose induzida pela via exdgena
(de receptores de morte celular). Em células resistentes a morte apoptética induzida por
TRAIL (TNF-related Apoptosis Inducer Ligangutofagia induzida pelo tratamento levou a
degradacdo de caspase 8 (Hou et al., 2010), explicando ao menos parcialmente o efeito
citoprotetor da autofagia no contexto do tratamento com TRAIL (Han et al., 2008). Efeito
semelhante foi observado em células de glioma tratadas com ROS, nas quais autofagia
também medeia a degradacao de caspase-8 e protege as células da morte celuketrgizhang
2013). Mas, mais do que isso, esta interacdo parece bidirecional, uma vez que caspase-8
ativada pela via extrinseca (TNF-alfa) pode clivar diretamente Atg3, suprimindo a autofagia.
Neste sentido, a expressao endogena de Atg3 mutada para o ndo reconhecimento por caspase
3 reestabeleceu os niveis de autofagia celular, reduzindo a sensibilidade ao TNF-a#a (Oral

al., 2012).

O processo de disparo de apoptose apos inibicdo da autofagia foi demanstraolo
em um modelo de linfoma resistente a apoptose induzido por superexpressdo do oncogene c-
Myec. Inibicdo de Atg5 e, consequentemente, da autofagia nas células tumorais sensibilizou as
células a morte induzida por agentes alquilantes de DNA. Neste sentido, assim como na
maioria dos modelosn vitro no modelo tumoralin vivo a autofagia induzida pelas
intervencdes citotOxicas também atua como um mecanismo citoprotetor (Amaztahdi
2007).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da autofagia na senescéncia ctinduzidas por dano ao DM

Objetivos Especificos

i. Desenvolver uma metodologia de andlise de morfometria nuclear (NMA)
complementar a andlise da senescéncia celular bem cra avaliar alteracdes nuclea
tipicas de apoptose e catastrofe mitt

ii. Avaliar a cinética de autofagia e senescé
iii. Investigar os mecanismos moleculares mediadores na senescéncia e ¢

iv. Avaliar a cinética de inducdo e correlagéc autofagia e senescéncia através
acompanhamento de células uni

v. Avaliar as consequéncias da modulacdo da autofagia na senescéncia elular.
AMPK Inibigdo  Indugdo
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MAPK N
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Figura 8 - Representagdo esquematica s objetivos especificos ii - @da presente test O objetivo geral 2
visa avaliar o papel da autofagia no desfecho induzido por dano ao DNA, focando na interacdo de autc
senescéncia e morte celular. Ainda como parte central deste objetivo, esperamos descrever os n
moleculares envolvidos ssa resposta, bem como o papel de ROS e o estado energético celular ao

resposta ao tratamento. Além disso, para responder as principais perguntas do nosso objetivo (assinz
pontos de interrogacao), autofagia serd inibida ou ati
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CAPITULO |

Nuclear Morphometric Analysis: Screening Of Senescence,
Apoptosis And Nuclear Irregularities

APRESENTACAO

Durante o mestrado em biologia celular e molecular, investiguei o papel do composto
natural Resveratrol (Rsv), polifenol presente em inUmeras plantas e que apresenta inUmeras
propriedades em saude humana, em células de glioma. Além disso, avaliei o efeito da
combinacdo de Rsv com o quimioterapico de escolha para gliomas, Temozolomida (TMZ)
(Filippi-Chiela et al, 2013a).

Ao longo do desenvolvimento do trabalho, a inducédo de diferentes mecanismos pelo
cotratamento Rsv+TMZ foi testada, tais como autofagia, apoptose, modulacao de ciclo celular
e senescéncia. Ap6s uma ampla investigacdo, observamos que 0s nucleos de células
cotratadas apresentavam irregularidades, projecdes, protrusdes e aumento de area. Todos estes
sinais sdo tipicos do mecanismo de catastrofe mitética. De fato, a andlise da sinalizacao
celular disparada pelo cotratamento mostrou um conflito entre sinalizagdo de presenca de
dano ao DNA e parada em fase G2/M do ciclo concomitante a presenca de sinais de passagem
por este ponto de checagem.

A época, a quantificacdo de catastrofe mitdtica era realizada de maneira subjetiva,
através da contagem direta da porcentagem de nudcleos que apresentavam irregularidades,
através da marcacdo com uma molécula fluorescente (usualmente DAPI). Neste sentido,
observamos a oportunidade de desenvolver um novo método e ferramenta para mensuragao da
morfometria nuclear de células eucaridticas em cultura. Foi assim que desenvolvemos a
Andlise Morfométrica Nuclear (NMA Nuclear Morphometric Analysis O método foi
validado para os mecanismos de senescéncia e apoptose, além da analise de irregularidades
nucleares tipicas da catastrofe mitética, e publicado no peridtlasOne O presente
capitulo descreve as etapas de desenvolvimento e validacdo do NMA. O Anexo | da presente
tese corresponde ao Material Suplementar do Capitulo I.

Além disso, nés depositamos uma patente metodoldgica descrevendo as principais
caracteristicas e potenciais aplicagdes do NMA, a qual é apresentada no capitulo subsequente
(Anexo 2). Em funcado disso, fomos convidados pelo perioRecent Patents on Medical
Imaging para escrever uma revisdo acerca das patentes mais recentes descrevendo métodos de
observacdo e analise de células eucaridticas, o qual foi publicado sob o tiRéreaid
Patents on Morphometric Analysis of Eukaryotic Cells (Filippi-Chiela et al, 2013c).
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Abstract

Several cellular mechanisms affect nuclear morphology which can therefore be used to assess certain processes. Here, we
present an analytic tool to quantify the number of cells in a population that present characteristics of senescence, apoptosis
or nuclear irregularities through nuclear morphometric analysis. The tool presented here is based on nuclear image analysis
and evaluation of size and regularity of adhered cells in culture. From 46 measurements of nuclear morphometry, principal
component analysis filtered four measurements that best separated regular from irregular nuclei. These measurements,
namely aspect, area box, radius ratio and roundness were combined into a single nuclear irregularity index (NII). Normal
nuclei are used to set the parameters for a given cell type, and different nuclear phenotypes are separated in an area versus
NIl plot. The tool was validated with -gal staining for senescence and annexin or caspases inhibitor for apoptosis as well as
several treatments that induce different cellular phenotypes. This method provides a direct and objective way of screening
normal, senescent, apoptotic and nuclear irregularities which may occur during failed mitosis or mitotic catastrophe, which
may be very useful in basic and clinical research.

Citation: Filippi-Chiela EC, Oliveira MM, Jurkovski B, Callegari-Jacques SM, Silva VDd, et al. (2012) Nuclear Morphometric Analysis (NMA): Screening of Senescence,
Apoptosis and Nuclear Irregularities. PLoS ONE 7(8): e42522. doi:10.1371/joumal pone.0042522

Editor: Irina V. Lebedeva, Enzo Life Sciences, Inc., United States of America
Received December 22, 2011; Accepted July 10, 2012; Published August 8, 2012

Copyright: © 2012 Filippi-Chiela et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico), grant numbers 476491/2008-8 and 472512/2011-
0, Pronex-Fapergs/CNPq n”: 10/0044-3 and Pronem/FAPERGS 11/2072-2. ECFC, MMO, BJ, VDS and GL are recipients of CNPq fellowships. The funders had no role
in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have dedared that no competing interests exist.

* E-mail: lenz@ufrgs.br

Introduction [4,5]. Senescence is analyzed by the level ol B-galactosidase

activity measured at pH 6.0 (known as senescent-associated -

The nucleus corre ?P““d“ to approximately 10% of the cellula galactosidase — SABG) [6], the formation of senescence-associated
volume and, due to its nuclear envelope, presents a round shape

. N . ! heterochromatin foci (SAHTE) and the increase in the expression of
and a well-delined and regular surface under normal conditions in

proteins associated with senescence induction such as p21, p27,
INK4A and Arf [7

ncrease in cellular and nuclear size, therefore a measure of

vitro. Alteration in nuclear morphology occurs in physiologic

. . . . L . . /]. Senescence in culture cells produces a drastic
situations, like during mitosis, and in several processes associated

to cell death. These modilications include nuclear condensation
and [ragmentation observed in apoptosis, increase in nuclear size
observed in senescence, and increase in nuclear irregularity
ed in several conditions, such as chemical or physical

s, delective activaton or inactivation ol cell eycle checkpoint
signaling processes, or exogenous agents that affect microtubule
dynamics or chromatn remodeling [1,2].

Analysis of nuclear irregularities, such as mitotic catastrophe
(MC), 1s limited almost exclusively to visualization ol nuclei stained
with DAPL (4", G6-diamino-2-phenylindole), followed by subjective
counting ol nuclei with signs ol MC. Recently, a tool was proposed
for the detection of MC based on videomicroscopy ol cells

expressing markers of chromatin and centrosomes [3]. However,

this tool requires specilic equipment and is rather diflicult to set up
and analyze.

Both replicative senescence and oncogene-induced senescence
are important
senescence by therapy may represent a good anticancer strategy

@ PLoS ONE | www.plosone.org

anti-cancer  mechanisms  and  reactivaton  of

nuclear size, associated with the reduction in mitotic cells, maybe a
good indicator of the senescent state at a given cell culture
population.

1

DNA damage-activated signaling may increase cytoloxicity in

Induction of MC by small molecules or specific inhibiton of

cancer cells [8,9]. In these cases, co-occurrence of senescence, MC
clinically desirable when compared to the

and apoptosis is
occurrence ol only one of these processes [10]. Therelore, a tool

to easily evaluate morphological signs of apoptosis, MC and

senescence is an important part in anti-cancer therapeutic studies.

Several cellular processes can be inlerred by the analysis of

nuclear morphometric features and a method without bias that

evaluates  nuclear  phenotypes would  widely  improve  our
understanding  concerning  the dynamics ol cell growth and
death. Here, we developed an objective tool named Nuclear
(NMA)

proportion of cells in senescence, apoptosis or with nuclear

Morphometric  Analysis which is able to indicate the

August 2012 | Volume 7 | Issue 8 | e42522
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Figure 1. Distribution of nuclei in a plot of area versus NII. N: Normal nuclei (crosses represent nuclei used to establish the reference
population and the ellipse that represents the conjoint distribution for area and NIl for normal nuclei); I: irregular, LR: Large Regular; LI: Large Irregular;
SR: Small and Regular; S: Small; SI: Small and Irregular. Squares denote the averages of the different populations. Pictures (a—t) show examples of

nuclei and their localization in the graph.
doi:10.1371/journal.pone.0042522.g001

irregularites in a cell population i wtro based on nuclear
morphology.

Results

1. NMA Tool Development

In order to develop the ool we used nuclei from  the

glioblastoma cell line U87 treated with temozolomide (TM
which causes DNA damage and Gy cell eyele arrest, in
combinaton with resveratrol, which blocks this arrest. This

combination induced cells to undergo mitosis with increased
expression ol cychin Bl and decreased pCDC2(Y 15) levels, despite
wide DNA damag;

not shown)

as indicated by YH2AX and comet assay (data

thus generating a multtude of nuclear morphology.

Nucler were stamed with DAPL and pictures were taken on a
[luorescent inverted microscope. Images were analyzed with the
Image Pro Plus 6.0 (IPP(

e, shape and marking were produced for a lax

oltware and 46 parameters of nuclear

cells. These parameters were analyzed with principal component
analysis (PCA) and the features Aspect (Asp), Area box (Arbx),
Radius ratio (Rr) and Roundness (Rou) were combined in an
index called Nuclear Irregularity Index (NI = Asp—Arbx+Rr+-—
Rou). Details on the development of the tool are given in the Text
S1 file.

In order to permit a wider use ol the NMA tool, we developed

an Image ] plugin (for Image ] 1.45 free version) that allows the

quantification of the five measurements required for NMA (z.e.
those for calculation of NII plus area measurement). A detailed
explanation of the plugin leatures and its use is provided in the
Text 82 file. A comparative analysis of data generated with the

IPP6 soltware and the Image J plugin that accompanies the NMA
tool showed very similar percentages ol nuclei [or each population
(Text S1), validating the plugin developed for the NMA analy

Data generated with the IPP6 or Image

8.

J soltware were then
analyzed in a spreadsheet (NMA.xls or NMA.ods). Data from
normal, untreated cells (in which small, large and irregular nuclei

are excluded] are used to set the parameters of the normal

population of

population. The user can define the number of standard deviations
(SD) from the mean that will be considered an acceptable
deviation. Next, a large set of data from different treatments are
sholds of the diflerent populations. These
settings (number of SD and the thresholds) are used to analyze the

used to set the thr

nuclei rom diflerent treatments. Alter entering the data [rom the
nuclei in the data analysis sheets, a plot of area versus NIT will be
automatically produced (Figure 1),
mg the normal nucler and the ¢

howing the ellipse represent-
ferent populations whose

thresholds were set in the “Normal Nuclel and Settings™ sheet.
Detailed use of the spreadsheets is given in the Text 82 file. The
Image J plugin, Microsoft Excel® and Open Office Cale files arce
available at hup://www.ulrgs.br/labsinal/nma/.

2. Biological Significance of the different Populations in
the NMA Plot

Analyzing the data produced with the nuclear population used
to set up the ool we noticed a distribution in four separate

populations: normal, large, irregular and small (Text 82). Analysis

ol a larger set ol conditions, including cells treated with classical
inducers ol senescence, apoptosis and nuclear irregularities, lead to
the suggestion ol seven dillerent categories of nuclel based on size
and N1I (Figure 1, Table 1 and Text S1).

Normal nuclei ol adhered cells in culture vary in size, but have a
very regular shape (Figure 1.h,i,j), with some located at the
borderline between N and 1 (Figure 1.k) and analysis ol
nucler are important for the precise setting ol the threshold that
Nuclei  cle

cent high irregularity, Among  the

se

separates  these  populatons. [ied as I,

(Figure l.a,b,c,ln,r) prc

large nuclel, we found a clear separation between two groups in

o
g
and $2). On the lower NII range are the well-delined and regular
nuclear shapes (Figure 1.e,g), whereas at higher NII range are
the nuclei presenting morphological alterations (Figure 1.d,f),
which may be undergoing MC.

three experimental settin

(Figure 2, Figure 3 and Figure §1

Nuclei undergoing mitosis have higher values of NIT than

normal nuclei because ol their elliptic shapes, and a broader range

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Morphological appearances and putative biological meanings of the different NMA populations presented in Figure 1.
Symbol Name Location in the graph Morphological Appearance Biological Meaning
N Normal Nuclei inside or dose to the normal ellipse defined Normal shape and size Interphase without damage that
from a population of normal/regular nuclei affects nuclear morphology
1 Irregular Nuclei with area similar to N nuclei, but Normal size and high irregularity Mitotic catastrophe or other
with high NIl nuclear damaging event
SR Small Regular Nuclei with area below the normal ellipse Very condensed and regular Apoptosis in an early or
with low NIl intermediary stage
S Small Nuclei with area lower than the normal ellipse, Small, but not spherical Mitosis
but with intermediate NII
Sl Small Irregular Nuclei with area lower than the normal ellipse, Condensed small and irregular Mitosis with damage or
but with high NIl nuclear fragments
LR Large Regular Nuclei with area above the normal ellipse, Large and regular Senescence
but with NII similar to N
Ll Large lrregular Nuclei with area above the ‘normal ellipse’, Significant nuclear damage in large Mitotic catastrophe or other
but with NIl higher than that of N nuclei nuclei or large multi-nucleated cells nuclear damaging event
doi:10.1371/joumal pone.0042522.t001
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Figure 2. NMA of senescent glioma cells. C6 glioma cells were treated with DMSO as vehicle control (A) or resveratrol (Rsv) and quercetin (Quer)
for 12 days (B) for senescence induction [6]. Light blue diamends are nuclei from B-galactosidase positive cells. Numbers dencte f-gal positive and
total nuclei in the different categories and the percentage of nuclei in each category. Inserts show examples of nuclear and p-gal staining (a—g

positive and h-j negative).
doi:10.1371/journal.pone.0042522.g002

of NII due to the variations in the shapes of the mitotic plate

(Figure 1.m,p). However, some small nuclei also pr

nt ve

Yy

high irreg

ilarity (Figure 1.q), being thus dassilied as small and

irregular (ST). It is also important to stress that in the NMA tool,
cach miwtic cell will be counted as one before anaphase
(Figare 1.0), while alter the anaphase the NMA tool will count

two nuclei, which are normally located close to each other in the

graph (Figure 1.m). Therefore, the NMA is not a good tool for
counting mitotic cells, since at anaphase the two nuclel counted
will still be part of a single cell, and will be evaluated as two nuclei.

Notwithstanding, it provides a broad assessment of mitotic

proportion i a cell population, as tllustrated by the almost
complete absence of mitotc nuclei in the senescent population
analyzed in Figure 2.

3. Senescent Nuclear Enlargement in the NMA Plot
For the validation of senescence, we used the rat glioma cell it
C6 weated with the combination of resveratrol and quercetin,

which we have previously shown to induce high levels of
5 ) of the large nucleilLR+LI)

were P-galactosidase positive (blue diamonds and examples of

senescence [5]. About 90% (

positive cells in inserts a—g), whercas only 4 out ol 36 nuclei that
¢ (Figure 2-
bottom graph). Additionally, in this population, only 2 mitosis
were found in around 90 cells (around 2.2%), whereas in the

localized in the normal population were B-gal pos

control population this ratio was around 4% (Figure 2- top
graph). These data support the uselulness of the NMA ool in
predicting the senescent status of a cell population, with

advantage ol being much less subjective than the current standard

method of P-gal staining and visual identification of the positive

cells.

4. Nuclear Irregularities in the NMA Plot

To test the usclulness of the NMA wol to detect nuclear
irregularities, we measured nuclei of a population of U87 glioma
cells treated with vineristine (30 nM), which is described to induce
several nuclear phenotypes, including MC and/or senescence
[T1,12], depending on the cell type and weatment. We observed
that I atment induced an incr ol irregular nuclei (I and
LI}, from 7% in control to 41% (12%+29%) (Figure 3).
Morcover, no nuclet were observed in the region were normal

mitotic nuclei localized in the NMA graph.

In order to test the applicability of the NMA tool in other cell
types, we treated the colorectal carcinoma cell line HCOTT16 with
vineristine 50 nM. As expected, vineristine increased the percent-
age ol both LI and LR nuclei. Average values ol area of the LI and
LR populations also increased, as did the NII of the LI population

ol nuclel treated with vineristine wh compared to control

(Figure S1). It is important to note that induction of senescence-
like phenotype in cancer cells usually 1s accompamed by MC [ 13].
Thus, our tool allows a dynamic analysis ol the development ol
both events over time.

We have also performed an analysis of data from published
papers of Shao et al [14] and Vakifahmetogl et al |17, which presented
enough control nuclei to set the standards [or the studied cell line

as well as pictures of nuclei undergoing MO that could be

measured. Despite the small number of images for control nuclei,

NMA provided a well-defined distribution for the control nuclei

@ PLoS ONE | www.plosone.org

and a broad distribution of the catastrophic nuclei, mainly in the
LI group. All reated nuclei localized in the I or LI regions of the
NMA plot. This is expected, since the illustrative pictures probably
were selected to clearly show the catastrophic nature ol the nuclei
(Figure S2).

5. Apoptotic Nuclear Condensation in the NMA Plot
Cells undergoing apoptosis suller a high and regular conden-
sation ol the nucleus [15] which in culture occurs prior to nuclear
fragmentation and cell detachment but almost concomitantly with
the externalization ol phophatidylserine and lformation of bleb-
bings in the cell membrane. Due to this high condensation in a

near spherical  form, we ced  that nuclet of cells
undergoing apoptosis may appear as small and regular (SR)

on the lower left corner of the NMA plot. In order to validate this

hypothes

L. €.

hypothesis, we evaluated the induction ol apoptosis m U7 cells
treated  with cisplatin the presence ol zAsp, a caspases 3/7
inhibitor. Apoptosis was confirmed by annexin V-FITC staining.
Fourteen out of 29 nuclei located in the SR were annexin V

positive as visualized with a {luorescence microscope and none of
the annexin V-positive cell was located in any region outside SR
(Figure 4B), whereas no cell was annexin V-positive in the
vehicle-treated (Figure 4A).

A side by side analysis with NMA and annexin analysis through
flow cytometry presented a very good correlation (Figure 5B).
Inhibiton of apoptosis with a caspases inhibitor reduced the
apoptotic population detected with NMA 0 7% and annexin to

10% 1 comparison to 49 and 57 %, respectively, in the absence of
zAsp (Figure 5A and B).

Additionally, NMA was also able to detect etoposide-induced
apoptosis in Hela cells, as well as differentate apoptotic and
mitotic cells (Figare 83), which normally appear in the S region
ol the NMA graph. Precise separation ol S and SR regions may

diflicult the quantitative analysis of mitotic cells using NMA and

additional methods should be employed to confirm mitotic cells.
ol Hoechst 334 2-stained

nuclei of HeLa cells treated with asplatin. NMA graphs with the

We also performed a kinetic analy,

dynamics ol area and NII, together with visible images of the cells
undergoing apoptosis support the notion that nuclei located in the
SR region of the NMA graph are apoptotic independent of the size
and shape ol the nuclei belore apoptosis (Figure S4).

Discussion

We present a new and objective tool based on measurements ol
morphometric data that allows the unbiased simultaneous analysis
ol nuclear features indicative of normal, senescent, apoptotic and
irregular nuclet. Itis important to stress that a method based solely
on nuclear morphology is simplistic for the definitive identification

ol such complex cellular processes. Final identification of these

processes has to be confirmed with standard techniques for cach

individual process. However, this is in line with the current way of
detecting complex cellular states, which require more than one
marker for delinitive identification. Notwithstanding, the ability to
easily identily these processes simultaneously gives this ool the

advantage ol an overview of the population dynamics related to

these proc

August 2012 | Volume 7 | Issue 8 | e42522
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Figure 3. NMA ofcells treated with vincristine. U87 cells were treated with DMSO as vehicle control (A) or vincristine 50 nM for 24 h (B).
Numbers in boxes denote the percentage of nuclei in each category. Inserts show examples of representative nuclei. Images were obtained directly
from IPP6 software (with the boundary marking and the number of nuclei in the photo), to exemplify the marking established by the software. All
nuclei are from single cells, as defined by direct visualization.

doi:10.1371/journal.pone.0042522.g003
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There is a need lor the development ol objective, computer

generated, analysis of morphological information of cells and

tissues. Recently, a tool to predict the outcome of breast cancer
patients based on morphometric analysis of tssues performed by a
soltware developed by a machine learning-based method far
outmatched other methods for predicting survival [16], indicating
the potential for computer-based morphometric ana

It is also important to point out that the NMA tool is an easy to
and objective quantlfication ol senescence and nuclear

irregularites of adhered cells in culture, two processes normally

assessed by subjective analysis of morphology or intensity of -

galactosidase labeling, respectively. Therefore, we believe that this

tool can provide important new insights in the biology of complex
cellular populations under normal and, most importantly, stressful
conditions both in basic cell biology and, potendally, in

patholog

gical analysis.

Methods

1. Software Information

Protocol uses Image Pro Plus 6.0 (IPP6 - Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA), Image J 14.45 (NHI, Bethesda, MD, USA;
hup://rsbweb.nih.gov/ij /), PASW Staustics 18.0 (formerly known
as SPSS - http://www.spss.com/soltware/statistics /), Microsoli
Excel 2003 or 2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA) and Open
Ollice Cale (www.openollice.org). NMA plugin, spreadsheets and

sample images are available at hup://www.ulrgs.br/labsinal/
nma/.

2. Procedure
Briel instructions lor using the NMA procedure (see Text S2

file for detailed instruction

1. Take DAPI images (with at least 300 dpi; prelerentially. TIFF
format) of at least 100 nuclei in cach condition of experiment;
do not take images ol lields in high confluence;

()

NMA) and correctly mark the surrounding of nuclei to assess
morphometric data to NMA, i.e. area, aspect, area box, radius

ratio and rour

After obtaining raw data, choose a group of nuclei [rom the
control condition and exclude nuclei in mitosis or with clear
Us
parameters for the normal populaton. Paste data from these

abnormal : the data from these nuclei to set the

1¢

nuclei in the spreadsheet named “Normal Nuclet and Setlings™,

from NMA file from Excel or Open Office; choose the number

ol SD that best delines the ‘normal ellipse’; il using Excel, don’t

forget to erase the formula in blank cells of the NII column;

4. Paste data from all conditions - control and for each treatment

- into the columns named ““Treated Nuclei (for setting)”, in the

ormal Nucler and Settings™ spreadsheet of NMA file from Excel
or Open Oflice; therealter, choose the number of SD to deline

the thresholds that better separate the populations;

o

. Create as many spreadsheets as needed (one to each condition)

and paste data [rom analyzed nuclel into them;

h. Analyze the percentage of nuclel in cach population as well as

the averages ol the populations.

3. Cell Lines
U87, €6, Hella and HCTILL6 cell lines were purchased from
ATCC (American Type Cell Collection, ATCC, Rockville, MD)

@ PLoS ONE | www.plosone.org

. Open an image on IPP6 or Image ] (containing the plugin of
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and were maintained in DMEM supplemented with 10% FCS in
5% of €Oy at 37°C.

4. Annexin Staining

Briefly, cells were pre-incubated with zAsp or vehicle for 1 h,
followed by cisplatin teatment for 24 h. After this, for flow
cytometry analysis, supernatant and cells were harvested, washed
once with PBS Ix and once with annexin binding buller, and

incubated with a solution containing 6 uM of PI and 0.5 pl. per
sample of annexin V-FITC (Sigma Chemical; St. Louis, MO,
USA) for 30 min, as indicated by the manufacturer, followed by
flow cytomeury. For microscopy, cells were washed once with PBS
Ix and once with annexin binding bufler, and incubated with a
solution contaiing 6 M of PT and 1 pL. of annexin per sample for
cells were lixed

30 min, as indicated by the manufacturer. Afi

with paralormaldehyde 2% in PBS, stained with DAPI and ima

were acquired and overlaid.

Supporting Information

NMA of colon cancer cells treated with
vincristine. HCT116 colon cancer cells were treated with
DMSO as a vehicle control (A) or vincristine 50 nM (B) for 24 h.
Numbers in boxes denote the percentage of nuclei in each

Figure S1

category as indicated and averaged area and NII for LR and LI

nuclei

(TIF)

Figure S2 NMA of published MC nuclei. Images of normal
and MO cells from published papers were analyzed using NMA
[ L 14].

(TIT)

Figure 83 NMA of HeLa cells treated with cisplatin or
etoposide. IHcla cells were treated with DMSO as vehicle
control, cisplatin (40 pM) or etoposide (100 uM) [17], for 24 h,
[ollowed by fixation and image acquisition. (A) Overlaid images ol
cells (visible) and DAPI-stained nuclei. SR — small and regular
N - normal nucleus. (B) NMA plots of’
atments. Red diamonds represent cells w

nucleu small nucleus

the 1 1 a mitotic

morphology.

(111

Figure 84 Dynamic nuclear condensation measured by
NMA. Helaa cells were treated with cisplatin (40 pM) for 18 h. At
this time, the same ficlds were photographed every hour, during 5
hours. (A) NMA ol three consecutive measurements one hour

apart. Lelt: normal nuclei; right: apoptotic nuclei. Numbers
spond to the nuclei in (B). (B) Phase contrast and {luors
images of live cells stained with Hoechst

COTY

ent

342, Arrows point to
nuclei that sufler a strong nuclear condensation.

(TIF)

Text §1 Supporting Results. This file contains details of the
development of the NMA tool and a detailed comparison between
] and IPP soliware.

Text $2 Supporting Methods. This lile describes the
mstructions ol using Image ], IPP and Spreadsheets to perform
the NMA analysis.

(DOC)
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Figure S3- NMA of HelLa cells treated with cisplatin or etoposide HeLa cells were treated with DMSO as
vehicle control, cisplatin (40 uM) or etoposide (100 uM) [17], for 24 h, followed by fixation and image
acquisition. (A) Overlaid images of cells (visible) and DAPI-stained nuclei. SR — small and regular nucleus; S —
small nucleus; N — normal nucleus. (B) NMA plots of the treatments. Red diamonds represent cells with a
mitotic morphology.
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Figure S4 - Dynamic nuclear condensation measured by NMAdeLa cells were treated with
cisplatin (40 uM) for 18 h. At this time, the same fields were photographed every hour, during 5
hours. (A) NMA of three consecutive measurements one hour apart. Left: normal nuclei; right:
apoptotic nuclei. Numbers correspond to the nuclei in (B). (B) Phase contrast and fluorescent
images of live cells stained with Hoechst 33342. Arrows point to nuclei that suffer a strong nuclear
condensation.
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Supporting Results

Principal Component Analysis (PCA) for NMA

To develop the tool we used a population of nuclei from the glioblastoma cell line
U87 treated with Temozolomide (TMZ), which causes DNA damage and G: cell cycle
arrest, combined with a drug that blocks this arrest and makes the cells undergo mitosis
with wide DNA damage, thus generating a multitude of nuclear morphology that is

characteristic of mitotic catastrophe (MC).

Nuclei were stained with DAPI and pictures were taken on a fluorescence
microscope. Images were analyzed using the IPP6 software (as described in Supporting
Methods file) and 46 parameters of nuclear size, shape and marking (Supp. Results
Table 1) were produced for a large number of nuclei. This data was used for the statistical

analysis of measurements of main significance for morphometric analysis.
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Component Matrix

Component
Measurement Abreviation 1 2 3 4 5 6 7
Area Area 0.988
Aspect Asp 0.653
Area/Box Arbx -0.784
Box x/y Boxxy 0.721
Centroid X Cx -0.704
Centroid Y Cy 0.629
Density Dens 0.824
Angle Ang
Axis major Axma  0.925
Axis minor Axmi 0.949
Diameter (max) Dima 0.933
Diameter (min) Dimi 0.925
Diameter (med) Dime 0.993
Radius (max) Rama (.887
Radius (mean) Rami 0.872
Perimeter Per 0.982
Radius ratio Rr 0.865
Roundness Rou 0.900
Density green Dengr
Density blue Denbl 0.806
PerArea Pa 0.988
Size lenght 574 0.928
Size width Szw 0.965
Perimeter2 Per2 0.979
Integrated Optical Density lod 0.880
Perimeter convex Percv  0.986
Perimeter (ellipse) Perel 0.995
Perimeter (ratio) Perra 0982 -0.705
Area (polygon) Arpol  0.987
Fractal Dimension Fd
Center mass x Cxmas -0.704
Center mass y Cymas 0.629
Count (adjusted)  Ctadj 0.988
Box Width Bxw 0.900
Box Height Bxh 0.895
Feret (min) Fermi 0.964
Feret (max) Ferma 0.930
Feret (mean) Ferme 0.991
Density (min) Dstmi 0.888
Density (max) Dstma
Density (stand. dev) Dstsd 0.614
Margination Mrg 0.785
Heterogeneity Het 0.659
Clustering Clu
Density (sum) Dstsu  0.880
Perimeter3 Per3 0.979
g 51%
s 62%
SY 71%
S
o5 82%
Y
o~ 85%
X 88%

Supp. Results Table 1 — Principal component analysis (PCA) of morphometry
measurements obtained using Image Pro Plus 6.0 (IPP6). Values represent the
correlation of the variable with the correspondent principal component (PC). In the bottom
of the table the cumulative percentage of the total variability of represented by the PC is
shown.
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Statistical method for discovering the measurements that better separate

populations based on nuclear morphology

We initially grouped the nuclei based on typical morphology, as N (Normal), M
(Mitotic), L (Large) and Ir (Irregular). The nuclei clearly presented characteristics of these
phenotypes (Supp. Results Fig. 1). The measurements of the 46 variables underwent
Principal Component Analysis (PCA) using the software PASW Statistics 18 (formerly
known as SPSS). The first Principal Component (PC1) accounted for 51% of the total
variability and presented high (> 0.87) correlation values with measurements directly
related to size (area, perimeter, diameter and so forth, in a total of 26 major

measurements) (Supp. Results Table 1).

Measurements of shape and regularity such as aspect, area/box, roundness and
radius ratio had absolute correlations higher than 0.65 with PC2, which accounted for
additional 11% of total variability. These two components together represented 62% of the
variance. A successful separation of N, M, L and Ir nuclei were obtained plotting PC1
versus PC2 values. Confirming the characteristic of size of PC1, a plot of area versus PC2
was as efficient in separating these groups of nuclei as was PC1 versus PC2 (Supp.
Results Fig. 1). This suggests that area alone is sufficient to represent the variability
represented by PC1. Plots of PC3 to PC5 versus area or PC2 did not produce a good

separation of the groups (data not shown).

(%]
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In order to assess the importance of each of the five more influential measurements
on PC2, we used a multivariate analysis of variance (MANOVA) with Student-Neuman-
Keuls post-hoc test to compared N, L, M and Ir nuclei in relation to these variables. None
of the five variables of PC2 (Aspect, Area/Box, Radius Ratio, Roundness, Perimeter Ratio)
efficiently separated N and L nuclei, since these populations are distinguished by Area (or
PC1) and have similar PC2 values (Supp. Results Fig. 1). On the other hand, all
measurements alone efficiently discriminated groups N and L from M and Ir, except
perimeter ratio, which did not separate N and L from M nuclei (Supp. Results Fig. 2).

Therefore, Perimeter Ratio was dropped from the analysis.

Aspect Area/Box
Number Subset Number Subset
GROUP | of nuclel 1 2 3 GROUP 1 o nuclel 1 2 3
Normal 247 1.21 Normal 247 077
Large 17 117 Large 17 0.77
Mitotic 59 1.89 Mitotic 59 0.69
Irregular 54 158 Irregular 54 0.65
Sig. 0.31 1.0 1.0 Sig. 1.0 1.0 0.423
Radius Ratio Roundness
Number Subset Number Subset
GROUP
GROUP of nuclei 1 2 3 of nuclei 1 2 3
Mormal 247 1.30 Normal 247 1.05
Large 17 1.24 Large 17 1.03
Mitotic 59 2.20 Mitotic 59 1.23
Irreqular 54 2.36 Irregular 54 1.38
Sig. 0.40 1.0 1.0 Sig. 0.49 1.0 1.0

(E)

Perimeter Ratio

Number Subset
GROUP of nuclel 1 2 3
Normal 247 0.99 0.99
Mitotic 59 0.99
Large 17 0.99
Irregular 54 0.98
Sig. 1.0 0.10 0.20

Figure 2 — Discrimination of variables that compound PC2 in separate groups of
nuclei. Variables were tested for its capacity to separate nuclear population. As
shown, only Perimeter Ratio was not able to separate populations of nuclei N and M -
as marked in (E), as performed by PC2 (see Supp. Results Figure 1).

Finally, the variables that better described regularity - Aspect (Asp), AreaBox (Arbx),

5



Radius ratio (Rr) and Roundness (Rou) - were combined in an index called Nuclear
Irregularity Index (NII),. In all PCAs, Arbx presented a negative correlation, which is
understandable since more complex objects have a lower Arbx value. Therefore, the Nll is

given by:
NIl = Asp-Arbx+Rr+Rou

A graph of Area versus NIl was very similar to PC1 versus PC2, (Supp. Results
Fig. 1 — bottom) showing that the variable reduction strategy (from 46 to five
measurements) adopted did not significantly reduce the description of the important
aspects of nuclear morphology. It is important to notice that these weights were
established based on our populations of nuclei and that data from other cell types or
treatments may require other weights. Therefore these weights are changeable in the

Excel file available to users.

Development and Validation of a Plugin for the Morphometric Analysis using

the free Software Image J

In order to permit a wider use of this tool, we developed an Image J plugin that
allows the quantification of the five measurements that are part of the morphometric
analysis. Similarly to IPP6, images of nuclei stained with DAP| are necessary to do the
nuclear analysis using the Image J, with 300 dpi or more to guarantee the quality of the

results (for more details about the Plugin and a user manual, see Supp. Methods file).

The mathematics and the objective of the Plugin is very similar to the analysis using
IPP6, with some improvements, since it was developed specifically for this task. As soon
as the plugin starts to execute, it will outline all the nuclei found for the current parameters
set. As for IPP6, new nuclei can appear/disappear if the parameters are changed, or can

be manually inserted by the user.

The individual values obtained with IPP6 and Image J for the five measurements as
well as for NIl are presented for seven examples of representative nuclei (Supp Results
Fig. 3). A comparison of data generated by IPP6 and our Image J plugin did not differ in

more than 85% for all measurements and for NIl in a population of more than 50 nuclei.
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MEASUREMENT MEANING

~| IPP 2329|4805 | 5964 | 1137 | 1722 | 2584 | 1925
Area of each object
. IJ 2333|4709 | 5914 | 1141 | 1775 | 2507 | 2004
Ratio between the major
axis and the minor axis
@ofthellipseequivalenﬂo IPP 1.20| 1.03 | 1.82 | 2.10 | 2.21 | 1.76 | 1.33
the object (i.e., an ellipse
O with the same area, first
and second degree
moments); aspect is J 141|109 | 208 | 2.12 | 219 | 2.67 | 2.04
always greater than 1.
” . . IPP 1.28] 1.13 | 298 | 2.59 | 3.08 | 3.67 | 6.76
Ratio between maximus
o radius and minimun
radius for each object
) 1.64| 1.14 | 3.04 | 251 | 2.87 | 3.54 | 6.50
Ratio between the area
- of each object. and e PP 0.76] 0.77 | 0.61 | 0.66 | 0.74 | 0.53 | 0.53
area of its imaginary
boun_ding box, as
. objoet ) Ares of Box. , 065|076 | 073|064 |055 | 061 | 061
Roundness of each
~  Sbject as determined 1pp 9 04| 1.03 | 1.27 | 1.32 | 1.03 | 1.53 [ 1.68
y the following formula:
(per2 )/ (4*pi*area).
. Circular objects will have
aroundness =1;other ;87| 096 | 0.99 | 1.31 | 1.41 | 1.13 | 1.31
shapes will have a
roundness >1.
NIl IPP 2.76] 2.42 | 5.46 | 535 | 5.58 | 6.43 | 9.24
Nuclear
. |NII=Asp-Arbx+Rr+Rou|
Irregularity
Index ) 3.02| 243 | 538|530 |592|6.73 ]| 9.24

63

Supp. Results Figure 3 — lllustration and comparison between IPP6 and ImageJ of
in nuclear

measurements that best represent the variability observed
morphology. Graphical representation and meaning of morphometric variables
given by IPP6 software as well as measurements from seven representative nuclei
that belong to the features used to evaluate the separation between groups using

IPP6 and Image J (1J).



ImagedJ confirmed the validation of the ImageJ plugin developed to perform NMA (Supp.

Further, comparisons of the percentage of nuclei in each population using IPP6 and

Results Fig. 4).

Rsv + Quer - C6 Glioma

Vincristine -U87 Glioma

Supp. Results Fig. 4 - Graphs comparing nuclear separation using IPP6é and
Image J data. Numbers in boxes denote the percentage of nuclei in each
category. MC — mitotic catastrophe; Nll-Image-J — Nuclear Index Irregularity
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using the plugin to Image J

Development of the file to analyze raw data

Next we set up a user friendly Excel file to allow easy analysis of nuclear
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morphometric data. The first spreadsheet (named ‘Normal nuclei and Settings’) is where
normal nuclei data (area, aspect, area box, radius ratio and roundness from nuclei with a
regular/normal shape) are inserted. NIl is automatically calculated based on the relative
weights applied to each measurement. The averaged area and NIl of these measurements
are calculated, followed by generating an elliptic plot, here named ‘normal ellipse’,
obtained considering the number of Standard Deviations (SD) from the mean. The number
of SD to define the ‘normal ellipse’ must be changed by the user, so that the line circulates
the population of nuclei (to see examples, see Supporting Methods file). The ‘normal

ellipse’ will be the reference data for the other spreadsheets.

Still in the first spreadsheet, a place to define the “settings” of the analysis is
available to the user. User must paste all data obtained in the yellow box indicated and set
the number of standard deviations to separate the populations of nuclei, similarly to a flow
cytometric analysis. Examples of this procedure can be observed in the Supporting
Methods file. Many spreadsheets (named as “Test”) may be include that will contain
control and treated nuclei. The user may increase the number of spreadsheets, dragging
any ‘Test’ spreadsheet to the right while pressing the Ctrl key (in windows). Inserting the
data from the tests will produce a plot of area versus NIl to each condition. Furthermore,
averaged area and NIl of each population of nuclei, beyond SD of these variables, are
calculated to the experiments. The average of each population is plotted in the graphs

(Supp. Results Fig. 4).
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CAPITULO Il

Autophagy and Genome Integrity

Nos ultimos anos tem crescido enormemente o namero de trabalhos investigando o
papel da autofagia em outros mecanismos envolvidos em proliferagdo e morte celular.
Entretanto, nenhum trabalho havia sido realizado revisando a literatura que descrevia o papel
da autofagia na manutencédo da integridade gendmica e na resposta de dano ao DNA gerada a
partir de injurias no genoma.

Neste sentido, juntamente com o aluno de doutorado do Laboratério de Reparo do
DNA Alexandre Teixeira Vessoni, orientado pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Menck, da
Universidade de Sao Paulo, analisamos os principais trabalhos relacionando autofagia e
integridade gendmica. O artigo de revisao a seguir foi publicado no per@elidoeath and
Differentiation, e descreve 0s seguintes itens:

- Autofagia, metabolismo mitocondrial e tumorigénese

- O papel da autofagia no reparo de DNA

- Nucleofagia como uma maneira de eliminar DNA injuriado

- Vias de sinaliza¢do conectando a resposta de dano ao DNA a autofagia
- O papel dual da autofagia no contexto do dano ao DNA

- O crosstalk entre autofagia e dano ao DNA em neurodegeneracdo, cancer e
envelhecimento
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Review
Autophagy and genomic integrity
AT Vessoni*'?, EC Filippi-Chiela®®, CFM Menck' and G Lenz®

DNA lesions, constantly produced by endogenous and exogenous sources, activate the DNA damage response (DDR), which
involves detection, signaling and repair of the damage. Autophagy, a lysosome-dependent degradation pathway that is activated
by stressful situations such as starvation and oxidative stress, requlates cell fate after DNA damage and also has a pivotal role in
the maintenance of nuclear and mitochondrial genomic integrity. Here, we review important evidence regarding the role played
by autophagy in preventing genomic instability and tumorigenesis, as well as in micronuclei degradation. Several pathways
governing autophagy activation after DNA injury and the influence of autophagy upon the processing of genomic lesions are also
discussed herein. In this line, the mechanisms by which several proteins participate in both DDR and autophagy, and the
importance of this crosstalk in cancer and neurodegeneration will be presented in an integrated fashion. At last, we present a
hypothetical model of the role played by autophagy in dictating cell fate after genotoxic stress.

Cell Death and Differentiation advance online publication, 9 August 2013; doi:10.1038/cdd.2013.103

Facts e What determines whether autophagy will prevent or
contribute to cell death after genotoxic stress?

e Autophagy can be activated by the DNA damage response ¢ Can the interplay between DDR and autophagy be

(DDR) and influences the processing of genomic lesions; in
some cases, autophagy may contribute to cell death after
genotoxic stress.

e By degrading dysfunctional mitochondria and toxic protein
aggregates, autophagy contributes to genomic stability,
thereby acting as a tumor suppressor mechanism.

e Genomic stabilizing properties of autophagy can also be
achieved through removal of micronuclei and damaged
nuclear parts.

Open Questions

e How does autophagy influences the processing of DNA
lesions?

e Do different types of DNA lesions activate autophagy
through specific or shared pathways?

exploited to improve the treatment of cancer or neuro-
degenerative diseases?

Cells have evolved complex mechanisms to safeguard the
genome, which is constantly threatened by environmental and
endogenous DNA damage-inducing agents. In the event of
genomic assault, the DNA damage response (DDR) takes
place, leading to the detection, signaling and repair of lesions.
In the case of excessive damage, cells activate apoptosis or
senescence, thereby avoiding the proliferation of potentially
tumorigenic cells.'™

Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is a
lysosome-dependent degradation pathway that promotes
cell homeostasis in response to stress such as nutrient
deprivation, oxidative stress or DNA damage. This mechan-
ism is centrally controlled by the autophagy-related (atg)
family of genes,® which is modulated by several kinases
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including mMTOR.® PI3k/AKkt,® AMPK’ and MAPK.® The
protective functions of autophagy are achieved through the
recycling of damaged and/or obsolete cellular components,
such as dysfunctional mitochondria and toxic protein aggre-
gates, thereby generating metabolic precursors for vital
processes such as ATP production and macromolecular
synthesis.®~"! In addition to its role in cell survival, autophagy
also contributes to organism homeostasis by clearing
apoptotic cells during embryonic development'® and after
certain types of DNA damage.'®'*

In this review, we examine the roles proposed for autophagy
in preventing genomic instability, as well as the connection of
autophagy to DDR and cell fate after DNA damage. We also
discuss the roles proposed for autophagy in the development
and therapy of cancer and other human diseases.

Autophagy, Mitochondria Metabolism and
Tumorigenesis

One of the first evidences linking autophagy to tumorigenesis
was described by Schwarze and Seglen in 1985. They observed
that the degradation of long-lived proteins during starvation
was reduced in hepatocytes from carcinogen-treated rats
because of reduced autophagic activity, contributing to cell
survival.’® A few years later, a surprising number of reports
highlighted the role of autophagy in tumorigenesis. In 1999,
Aita et al. reported allelic deletions in the essential autophagy
gene beclin 1 (atg6) in a high percentage of breast carcinoma
cell lines.’® In the same year, Liang et al. reported that
expression of beclin 1 in MCF7 cells, a metastatic human
breast cancer cell line with 17921 loss of heterozygosity, the
region where the beclin 1 locus maps, increased contact
inhibition, reduced proliferation rates and decreased tumor
formation in vivo.'” Conversely, heterozygous disruption of
beclin 1 compromised autophagy activation and resulted in
increased cellular proliferation'® and spontaneous tumor
formation in mice."®

These early observations of the role of beclin 1 in
tumorigenesis were extended to other autophagy genes.
Expression of the UV irradiation resistance-associated gene
(UVRAQG) protein, which participates in the autophagosome-
formation regulatory complex Bcl-2-Beclin1-PI(3)KC3-
UVRAG, increased autophagy, reduced proliferation and
suppressed tumorigenicity of HCT116 colorectal carcinoma
cells in mice.2® Moreover, lack of Bif-1, which also participates
in autophagosome formation during starvation, increased
spontaneous tumor formation in mice.!

Despite these evidences, it was not until 2007 that
Karantza-Wadsworth et al. and Mathew et al. shed light on
the mechanism behind the tumor suppressive function of
autophagy. They described that under conditions of metabolic
stress, beclin 1+/— cells accumulated mitochondria with
structural abnormalities, endoplasmic reticulum chaperones
and p62/SQSTM1, which target organelles and proteins to the
autophagosome. These cells also underwent a marked
increase in reactive oxygen species (ROS) generation,
causing DNA damage and increased aneuploidy. Moreover,
increased resistance to N-(phophonoacetyl)-L.-aspartate
(PALA) treatment in autophagy-defective cells suggested
higher gene amplification rates, evidence that loss of
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autophagy increased genomic instability, a driving force
behind tumorigenesis.2>2* Accordingly, a significant associa-
tion between loss of beclin 1 and amplification of the HER2/
NEU oncogene was described in breast carcinoma.?®
Quenching ROS with N-acetyl I-cysteine (NAC) delayed
the promotion of aneuploidy and improved survival of beclin
1 +/— cells, revealing that ROS contributes to genomic
instability in these cells.®>2* Interestingly, expression of p62
increased ROS and DNA damage in autophagy-defective
cells under metabolic stress, thereby revealing that p62
accumulation may potentiate generation of ROS due to
dysfunctional mitochondria.?® These evidences suggest that
autophagy is an important tumor suppressor mechanism
involved in different steps of carcinogenesis (Figure 1).

The mitochondria is central to the model linking autophagy,
ROS and DNA (Figure 2). Normal mitochondrial activity
inevitably generates ROS as by-products, which may cause
damage to cell components, including the DNA. Direct
ROS-mediated damage to the mitochondria may result
in mitochondrial DNA (mtDNA) damage, alterations in the
mitochondrial membrane permeability (MMP) and uncoupling
of the respiratory chain, resulting in even more ROS
generation in a vicious cycle (Figure 1, box i; Figure 2, #1).27%
Mitophagy of injured organelles has a central role in impeding
this vicious cycle (Figure 2, #6), a process in which the
protein parkin has a central role. Parkin translocates
from the cytosol to the injured mitochondria, signaling for
mitophagy,?® a process that involves the BCL2/adenovirus
E1B 19kd-interacting protein (BNIP3) in cardiac myocytes
(Figure 2, #3).%° Interestingly, mtDNA deletions also trigger
autophagy through the increase of oxidized proteins and
a reduction of tRNA, leading to reduced levels of ATP and
amino acids, triggering AMPK activation and autophagy
(Figure 2, #4)31752

Supporting the importance of autophagy for basal
mitochondrial physiology and ROS control, deletion of atg7
in the mouse hematopoietic system resulted in accumulation
of mitochondria with high membrane potential, superoxide
production, DNA damage and death of hematopoietic stem
cells. Atypical myeloid infiltrates were detected in several
organs of these animals, showing that loss of autophagy
contributes to development of myeloproliferative disor-
ders.3*35 Further, hepatocytes from atg5 mosaically deleted
mice accumulated swollen mitochondria and oxidatively
generated DNA damage, in addition to displaying an increase
in glutathione-S-transferase in tumor areas as a result
of oxidative stress.*® Mice lacking MAP1S, which is involved
in autophagosome biogenesis, treated with the hepatocarci-
nogenesis initiator diethylnitrosamine, displayed similar
features.™”

ROS can result in genomic instability (Figure 2, #2)
through direct damage to the DNA and/or compromising
spindle checkpoint maintenance. In contact with DNA, ROS
generates base damage, such as 7,8-dihydro-8-oxo-guanine
(8-ox0-G), which, if not repaired, increases the chance
of mispairing adenine opposite the lesion.® ROS may also
lead to breaks in the phosphodiester chain of DNA, including
double-strand breaks (DSBs) that are normally detected
by 7-H2AX.?® These extremely toxic and deleterious lesions
may cause chromosome alterations or even cell death.
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The Role of Autophagy in DNA Repair

In addition to mitigating DNA damage by controlling
ROS production, autophagy can also influence the dynamics
of DNA repair by recycling key proteins involved in the
processing of lesions.*® Alternatively, autophagy may also
provide metabolic precursors for the generation of ATP, which
is employed in several steps of DNA repair,* as well
as regulate the supply of dNTPs for DNA synthesis during
repair.*®

By targeting glycogen, lipids and proteins to lysosomes,
autophagy guides the breakdown of these macromolecules,
thereby producing metabolic precursors that can sustain
oxidative phosphorylation and glycolysis.*>%® In cancer cells
from solid undernourished tumors, response to radiotherapy
or DNA-damaging chemotherapy triggers ATP production by
autophagy, which may have an essential role in DNA repair
(Figure 1, box ii). Supporting this hypothesis, the inhibition of
autophagy suppressed ATP generation and increased mitotic
catastrophe in glioma cells treated with temozolomide (TMZ).
Addition of pyruvate rescued ATP levels and prevented
mitotic catastrophe, suggesting that autophagy-sustained
ATP generation could be employed by mechanisms that
promote genomic integrity, such as DNA repair processes.*”
In fact, DNA repair requires ATP at several steps, including
DNA unwinding by helicases during nucleotide-excision repair
(NER),®" ATP-dependent chromatin remodeling complexes in
DSB repair®® and PARP activity, which consumes NAD + and
can cause energy collapse in DNA-damaged cells.>®5
However, direct evidence to corroborate this hypothesis is
still lacking.

Autophagy was also implicated in regulating the dNTP pool
levels, which are essential for DNA replication and repair.
Upon methyl methane sulfonate (MMS) treatment, yeast
trigger autophagy, thereby promoting degradation of ribonu-
cleotide reductase 1 (Rnr1), which associates with other
Rnr proteins to regulate the reduction of ribonucleotides to
deoxyribonucleotides. This reduction in Rnr1 levels may
favor assembly of the most catalytically active form of Rnr,
Rnr1-Rnr3, instead of Rnr1-Rnr1 in the final RNR complex,
resulting in optimization of RNR activity and dNTP levels,
which in turn could be employed as substrates during DNA
repair processes, such as mismatch repair (MMR).*® It is also
interesting to note that imbalanced levels of dNTPs can
increase mutagenesis.®® Thus, it is tempting to speculate that
through the degradation of Rnr subunits autophagy may
also fight mutagenesis by ensuring a balanced dNTP pool,
which is fundamental to avoid stress replication and gene
amplification, two characteristics frequently observed in
autophagy-deficient cells *2*

Besides dNTP recycling and ATP generation, autophagy
also participates in the turnover of key proteins involved in
the regulation/processing of genomic lesions. Recently, an
intricate relationship between histone deacetylases (HDACS)
— which are involved in DNA repair and apoptosis,®®%” — DSB
processing and autophagy was shown in budding yeast.*¢%®
Treatment with valproic acid (VPA), an HDAC inhibitor,
impaired the activation of Rad53 in response to DSBs. In
the VPA-treated cells, Mre11, the first factor recruited to DSB
sites, remained bound to the DSB site, accompanied by
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reduced levels of Sae2, which is responsible for removing
Mre11 from the DSB region, a step required for the progress of
lesion repair. In this context, inhibition of autophagy by the
serine protease inhibitor PMSF or deletion of atg1 increased
acetylated Sae?2 levels, whereas rapamycin, which activates
autophagy through mTOR inhibition, decreased it, confirming
that autophagy induced by VPA could impair DSB processing
through degradation of acetylated Sae2. Moreover, Atgi
inhibition partially rescued sensitivity of an hda1-rpd3
(HDACs) double mutant (which exhibits low levels of Sae2
as well as impaired DSB resection) to camptothecin. These
results suggest that, in one hand, autophagy may be involved
in destabilizing key factors, such as the acetylated form of
Sae2, impairing DSB repair. On the other hand, clearance of
Sae?2 by autophagy could also help cells in the control of DSB
repair pathway by counteracting extensive DSB resection that
may be harmful to cells,*® demonstrating the complex role of
autophagy in the context of DNA damage and repair.

Inthe same line of thinking, FIP200 (a focal adhesion kinase
that participates in autophagy induction)®® KO MEFS showed
persistent nuclear y-H2AX staining after exposure to ionizing
radiation (IR), indicating defective DNA damage repair.®°
Although the initial amount of DNA breaks were similar
between fip200 KO and WT MEFs immediately after IR,
the DNA breaks persisted for a longer period in KO cells.
Similar results were obtained in response to other DNA
damage-inducing agents (camptothecin and etoposide) and
also when autophagy was pharmacollogially inhibited using
3-methyladenine. Interestingly, silencing p62 in these cells
improved DNA repair and cell viability in response to IR and
camptothecin. Although accumulation of p62 was shown to
increase oxidative stress,®® the antioxidant NAC did not
improve cell viability in response to camptothecin or etopo-
side, revealing that the mechanism underlying persistent DNA
damage in fip200 KO cells is ROS independent.

These data show that autophagy can influence the
resolution of DNA injuries. Although several reports showed
that inhibition of autophagy can undermine cells’ resistance to
chemo- and radiotherapy, only a few studies provide a more
careful look into the effect of this approach over DNA repair
dynamics.*” In this sense, spatial and temporal tracking of
DNA repair enzymes may provide important clues about the
influence of autophagy on the resolution of genomic injuries.
In this sense, yeast models can be of great value to create a
library of strains in which recruitment of specific DNA repair
proteins can be followed. For instance, yeast strains expres-
sing homologous recombination enzymes tagged with fluor-
escent proteins allowed spatial and temporal localization of
these enzymes upon DSB repair activation.®' Thus, by using
such approaches, important clues may be revealed that
significantly improve our understanding of this exciting yet
obscure role of autophagy in DNA repair.

Nucleophagy as a Way to Eliminate Injured DNA

Autophagic removal of whole nuclei is not as common as
removal of other organelles because it may cause deleterious
loss of genetic information. However, in multinucleated cells
of the filamentous fungus Aspergillus oryzae, nucleophagy of
entire nuclei contributes to cell maintenance during nutrient



deprivation.® Similarly, removal of nuclei from intestinal
epithelial cells of Caernohabiditis elegans also occurs through
autophagy.®®

Autophagy of nuclear components in eukaryotes, or
piecemeal microautophagy of the nucleus (PMN), was initially
described in Saccharomyces cerevisae. It is triggered by
nutrient deprivation and occurs through the release of
nuclear portions into the vacuole,®* followed by digestion by
hydrolases.®® Nuclear components targeted for PMN include
granular nucleolus enriched in pre-ribosomes and nuclear
envelope, nuclear pore complexes or spindle pole bodies. %7
PMN involves the core Atg proteins involved in macroauto-
phagy and microautophagy, such as Atg4, 5, 7 and 12, as
well as macroautophagy-specific proteins such as Atgi7,
29 and 31.%4

In mammalian cells, autophagy can degrade nuclear
components, thereby contributing to the maintenance of
nuclear function and integrity.®® The initial observation of the
engulfment of nuclear components points to the presence of
perinuclear vacuoles in skeletal and/or cardiac muscle cells
from patients or mice with envelopathies,®® disorders caused
by mutations in nuclear envelope components.®®"° Mutated
cells presented higher levels of autophagic flow and the
vacuoles were positive for Atg5, Atg16L and Atg9. Cells
presented giant autophagosomes and autophagolysosomes
containing LC3 and DNA, with the presence of histone H1 and
y-H2AX, but not the markers of nuclear envelope, lamin A and
B, confirming that the DNA contained in autophagosomes was
extranuclear and damaged. In this case, the contribution of
autophagy to nuclear stability was clear since its inhibition
increased the incidence of nuclear abnormalities, accompa-
nied by a reduction in cell viability.?® Autophagy was also
shown to degrade micronuclei generated by treatment with
cell cycle blockers. Interestingly, ‘autophagic micronuclei’ co-
localized with p62, besides presenting reduced chromatin
content and y-H2AX foci, a DNA damage marker. However,
non-autophagic micronuclei appeared p62-negative, suggest-
ing that the presence of DNA damage directly or indirectly
signaled for autophagic engulfment (Figure 1, box iii).”’
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Thus, evolutionarily, the process of nucleophagy may
represent a physiological mechanism for the removal of
damaged nuclear components and micronuclei, thus con-
tributing to genomic stability. In multinuclear eukaryote cells, it
is plausible that autophagy of nuclear components can be
triggered under metabolically stressful situations or DNA
damage, contributing to genomic stability and cellular home-
ostasis (Figure 1; box iii).

Pathways Connecting DDR to Autophagy

DDR comprises an array of processes triggered by DNA
lesions that allows cells to cope with these insults, aiming at
safeguarding the integrity of the genome and avoiding
propagation of mutated cells.*'” The kinases ATM and
ATR have key roles sensing DNA breaks and activating
downstream components of DDR, such as Chk1, Chk2 and
p53.77% p53 is an important protein in DDR, inducing the
transcription of key genes involved in cell cycle arrest, DNA
repair, apoptosis’*’® and, more recently described, in
autophagy.”®

Two central components, p53 and mTOR, link DDR to
autophagy (Figure 3 and Table 1). p53 can activate autophagy
after DNA damage through transcriptional induction of several
genes, including damage-regulated autophagy modulator
(dram), UNC-51-like kinase 1/2, (ulk1/2), sestrin1/2, isg20L1
and bnip3, among others.”” p53 targets can regulate
autophagy directly, as is the case with the lysosomal proteins
DRAM'* and ULK1/2, which interact with Atg13 and FIP200 to
induce autophagy,'® or indirectly through Sestrin 1 and 2,
which activate AMPK and the TSC1/2 complex, leading to
inactivation of mMTORC1 and autophagy induction.”® Addition-
ally, ATM was shown to activate AMPK in a p53-independent
manner through direct activation of the AMP kinase LKB1.7®
Interestingly, cytoplasmic p53 is able to repress autophagy,
and deletion or pharmacological inhibition of p53 induces,
rather than inhibits, autophagy. Accordingly, induction of
autophagy by starvation requires destruction of cytoplasmic
p53,%8" thereby revealing a complex role for p53 in the
regulation of autophagy.

o
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Table 1 Proteins that have functions in both DNA damage response and autophagy

Protein Functions in DNA damage response (DDR) Functions in autophagy and/or interplay with DDR

p53 Regulates cell cycle arresthNA repair and apoptosis in Induces autophagy in response to DNA damage through
response to DNA damage.”*">77 transcription of ULK1, ULK2, DRAM, Sestrins 1/2 and

ISG20L1.13 147888 | the cytoplasm, inhibits autophagy through
AMPK inhibition 8127

p73 Promotes apogtosis in response to chemotherapeutic-induced  Induces autophagy in a DRAM-independent manner.®®
DNA damage.®° Induces transcription of glycosilases Binds to genomic sites near to the autophagy-related genes
(associated to BER) in response to bile acid-induced DNA atgs, atg7, ambral.
damage.

UVRAG Was shown to partially complement sensitivity of XPC Participates in the multiprotein complex BCI-E-BecI\m-PIéS)
transformed cells to UVC." Binds to and activates DNAPK KC3-UVRAG that regulates autophagosome formation.?
complex, thereby promoting repair of DNA DSB through
NHEJ."2*

E2F1 Promotes DNA repair and survival or apoptosis in responseto  Upregulates transcription of atg1, lc.’ié atg5and dram. Activates
DNA damage. Recruits NER factors to sites of UV-induced autophagy in response to Etoposide.®”

DNA damage to augment repair activity.'*®'!

Parkin Was found to associate with PCNA in the nucleus andenhance  Recruited to damaged mitochondria (by PINK1) to promote their
NER-mediated resolution of UV-induced lesions and degradation through mitophagy.?®
BER-mediated resolution of H,O,-induced lesion.''>116

ATM Senses and responds to DNA double strand breaks, thus Induces autophagy through of activation of TSC2 and inhibition
regulating cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis.’>’2 of MTORCH in response to ROS.”® Involved in autophagy

activation in response to the N-mustard derivative BO-1051-
induced DNA damage."®

HDAC May influence repair of damaged DNA by regulating Impairs autophagy activation.®® Inhibition of HDAC by valproic
accessibility of DNA repair enzymes at sites of lesions. acid was shown to promote autophagic degradation of acety-
Downregulates expression of apoptotic genes.>¢57 lated Sae2 and further reduction of DNA double strand break

repair in yeast.

PARP Recruits BER proteins to sites of DNA containing single strand ~ PARP activation consumes NAD ©, which results in ATP

breaks through poly ADP-ribosylation.'3134

depletion, AMPK activation and further autophagy induction.5*5*

The other protein placed in the core of DDR to autophagy
signaling, mTOR, is an important repressor of autophagy, and
inactivation of the mTOR complex 1 (mTORC1) by AMPK-
TSC1/2 has an important role in autophagy induction upon
starvation. Interestingly, DDR was also shown to participate
in autophagy induced by starvation,®® which may increase
mitochondria-dependent ROS generation, causing DNA
damage, PARP-1 activation and ATP depletion. As a
consequence, AMPK is activated, thereby inhibiting mTOR
and inducing autophagy.®3®* It is worth noting that autophagy
activation was shown to precede phosphorylation of ATM and
p53 and activation of DNA repair proteins in response to
capsaicin treatment, revealing an intricate pathway in which
autophagy acts upstream, and not just as a consequence, of
DDR activation.®?

BNIP3 is a Bcl-2 homologous protein and is activated after
conditions of stress such as hypoxia. MMR induced
by 6-thioguanine activates autophagy through MLH1, p53
activation and transcription of bnip3. Additionally, the
TORC1 target p70S6 kinase 1 promotes translation of
BNIP3, which induces loss of mitochondrial outer mem-
brane potential and further autophagy activation, possibly
through ROS generation, thus triggering mitophagy and
preventing apoptosis.®*# It is worth noting that in this case
mTOR activation, rather than inhibition, activates
autophagy.

E2F1 transcriptional activity is activated after DNA
damage, most likely due to the removal of C-EBPz
repression®#® and activates autophagy by directly inducing
the transcription of atg1, atg6, atg5 and dram,®” as well as by
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inducing p73, which is a transcriptional activator of aig5,
atg7, ambra, dram and isg20/1.888° Several chemo
therapeutic agents induce TA-p73x and TA-p73f expre-
ssion,®° which are sufficient to activate autophagy through
direct transcriptional regulation of the above-mentioned
genes. Moreover, p73 induces the expression of several
DNA repair genes,?' thus positioning p73 in the interface
between DNA repair and autophagy. In strong contrast to
p53, p73 is rarely mutated in primary tumors.®? Thus, it is
plausible that p73-induced autophagy has an important role
in the resistance of p53-compromised cells, making p73
inhibition a good target for chemotherapy sensitization.

As seen in Figure 3, the signaling that links DNA
damage to autophagy is complex and redundant, as is the
case for signaling pathways fundamental for life. It is unlikely
that all these pathways are activated in a given cell
by one type of DNA damage. However, the relative
contribution of these pathways to the cellular response to
different types of damage is not clear and may be an
important part to understand the link between DNA damage
and cell fate.

The Dual role of Autophagy in the Context of DNA
Damage

As previously discussed, autophagy can either contribute to or
prevent cell death in response to DNA damage (Figure 4).
As summarized in Table 2, the majority of studies showed that
inhibition of autophagy in cells treated with DNA damaging
agents leads to increased cell death, supporting a protective
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Figure 4 Roles for autophagy in regulating cell fate after DNA damage. We propose that after DNA injury, autophagy can influence cell fate, supporiing or impairing cell
survival. As a cytoprotective mechanism, autophagy may degrade pro-apoptotic proteins and membrane permeabiized mitochondria, enhance ATP and dNTPs generation for
DNA repair and also regulate cell cycle amest. However, autophagy may favor cell death through degradation of anti-apoptofic and DNA repair-related proteins

role for autophagy. We hypothesize that a mechanism based
on the severity and/or type of genomic damage could tum on
either a pro-survival or pro-death autophagic role. In this
scenario, transcription factors such as p53, p73 and E2F1
would have pivotal roles, as they were not only shown to
promote DNA repair, cell cycle arrest or apoptosis in response
to different degrees of DNA damage, but also to control
autophagy.74’7549‘ 93

Thus, we hypothesize that after low doses of DNA damage,
autophagy activation by these transcription factors would
result in clearance of membrane-permeabilized mitochon-
dria,®* generation of dNTPs and/or ATP for DNA repair
activity,*”*® degradation of pro-apoptotic proteins such as
active caspase 8% and elimination of p62, thus preventing
p38-hyperactivation.®® Supporting the role of p53 in autop-
hagy and cell survival, p53 mediates the transcription
of parkin,®” suggesting that p53 could regulate transcription
of mitophagy genes in response to genomic damage, thus
counterbalancing mitochondrial apoptotic signaling.

Conversely, autophagy can also promote degradation of
anti-apoptotic proteins, thus facilitating cell death. Autophagy-
mediated degradation of the inhibitor of apoptosis dBruce
during late oogenesis in Drosophila melanogaster® and
degradation of catalase in apoptosis-compromised cells
resulting in increased ROS and oxidatively generated
damage®® reveal how autophagy can have an impact on cell
death. As autophagy was also shown to promote degradation
of acetylated Sae2 in VPA-treated yeast cells, thereby
influencing, in an intricate manner, the dynamics of DNA
DSB repair, it is possible that autophagy activation could
contribute to perseverance of DNA damage and further
enhancement of apoptotic signaling in mammalian cells by
controlling turnover of certain DNA repair-related enzymes.*®
In this scenario, autophagy was shown to degrade OGG1, an
enzyme that participates in 8-oxoG base-excision repair, in
starved myocytes.'®®

Thus, it is tempting to speculate that, the intensity by which
autophagy is activated as well as the targets to be degraded
can dictate whether it is going to cooperate with or protect
from cell death induced by DNA damage (Figure 4). This dual
role of autophagy in cell death can be exemplified by the
modulation of autophagy by the MAPK pathway. While
transient or moderate activity of MEK/ERK results in mTOR
inhibition, weakly beclin 1 increase and protective autophagy,
sustained MEK/ERK activation results in inhibition of mTORC1
and mTORC2, stronger beclin 1 activation and toxic autop-
hagy.'®" Thus, high levels of DNA damage could induce
stronger mTORC1 inhibition, followed by stronger beclin 1
activation, thus resulting in levels of autophagy that contribute
to cell death. Infact, overexpression of beclin 1, per se, is able
to increase basal as well as induced autophagy in both normal
and cancerous tissue and cells. 7192103

Thus, understanding the crosstalk between DDR and
autophagy may be essential to understand how autophagy
has either a positive or negative role in cell death induction
after activation of DDR-induced autophagy. Recent advances
in the field of transcription factors and effector proteins are
addressing these questions and may aid in the understanding
of how cells define their fate in this context.!®*19%

Autophagy-DNA damage crosstalk in neurodegeneration,
cancer and aging

All of the aforementioned findings raised a natural interest in
the pharmacological modulation of autophagy, which could
have a significant impact on mitigating genomic damage. This
is of particular interest for human syndromes that arise from
genetic deficiency in genes related to DNA repair, such as the
premature aging disorder Cockayne Syndrome (CS)."%° In
fact, accumulation of dysfunctional mitochondria, mtDNA
mutations and oxidatively generated damage were observed
in CS type B (CSB) fibroblasts,’®”'% suggesting that the
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CAPITULO 1l

Single cell analysis challenges the connection of autophagy
and senescence induced by DNA damage

APRESENTACAO

Ao contrario da interacdo entre autofagia e apoptose, a qual ja foi demonstrada em
inimeros modelos celulares e animais, a relagdo dos mecanismos de autofagia e senescéncia
permanece pouco conhecida. De fato, nenhum trabalho mostrou de maneira integrada e
completa a relacdo entre estes mecanismos, e até o momento 0s resultados existentes sao
inconclusivos.

Durante o mestrado, investiguei a inducdo de autofagia e senescéncia por TMZ em
células de glioma. Dessa forma, meu projeto central de doutorado teve como objetivo
investigar a interacdo entre estes mecanismos, tal qual apresentado no Objetivo Geral 2 da
presente tese. Para tal, nos apropriamos de um modelo de indugédo de senescéncia e autofagia
induzida por TMZ em células de glioma expressando estavelmente o marcador de autofagia
GFP-LC3.

Através de andlises a nivel populacional e do acompanhamento de células Unicas, nos
investigamos 0s mecanismos por tras dessa interacdo. O presente capitulo descreve os
principais resultados dessa investigacao, e o trabalho foi recentemente submetido ao periddico
Autophagy
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ABSTRACT

Autophagy and senescence have been described as central in cell biology, but the interplay
between these mechanisms remains obscure. Using a therapeutically relevant model of DNA
damage-induced senescence in human glioma cells, we show that acute treatment with
Temozolomide induced DNA damage, a transitory activation of AMPK/ULK1 and p38 as
well as a sustained Akt/mTOR inhibition. This produced a transient induction of autophagy,
which was followed by senescence. However, at the single cell level this coordinated
transition was not observed, with autophagy and senescence triggered in a very heterogeneous
manner. Indeed, at a population level autophagy was highly correlated negatively with
senescence markers, while in single cells this correlation did not exist. Inhibition of autophagy
triggered apoptosis and decreased senescence, while its activation increased Temozolomide-
induced senescence, showing that DNA damage-induced autophagy acts by suppressing
apoptosis.
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INTRODUCTION

Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is a physiological catabolic
process involved in the maintenance of the quality of cellular components and energetic
homeostasis. Autophagy is directly coordinated by Atg genes and indirectly modulated by
several signaling pathways involved in cell metabolism and growth, such as the positive
regulators AMPK and nuclear p53, as well as the negative regulators PI3k/Akt and MAPK
pathways. These pathways have, as a common target in autophagy, the mammalian Target of
Rapamycin (mTOR) protein, which directly controls initial autophagy steps (Parzych and
Klionsky, 2014; Yang and Klionsky, 2009).

Autophagy is involved in several processes, such as aging and cancer (Wu et al.,
2012). It seems to contribute to the control of lifespan from plants (Minina et al., 2013) to
mammalians (Pyo et al., 2013), which is corroborated by the observation that several
longevity pathways, such as Insulin Growth Factor 1, sirtuins and FoxO modulate autophagy
(Hansen et al., 2008; Morselli et al., 2009; Toth et al., 2008). In cancer, autophagy is thought
to act as a tumor suppressor mechanism during tumor initiation by contributing to the
maintenance of genomic integrity and elimination of pro-carcinogens (Duran et al., 2008;
Inami et al., 2011; Takamura et al.,, 2011). Accordingly, genetic alterations on autophagic
genes such as beclinl and Atg7 have been associated with higher tumor incidence,
susceptibility and resistance to therapies (Qu et al., 2003; Takamura et al., 2011; Xue et al.,
2010), and several tumor suppressor genes also induce autophagy, such as PTEN, TSC1/2 and
LKB1 (Maiuri et al., 2009). On the other hand, in established solid tumors, autophagy may
contribute to tumor adaptation and survival during metabolic stress, as well as favoring cell
resistance to therapy (Yang et al.,, 2011). Autophagy is triggered by several therapeutic
interventions, including those inducing DNA damage response (DDR) (Filippi-Chiela et al.,
2013b), and interferes on cancer cells fate in two ways, either favoring cell survival or
contributing to cell death (Maes et al., 2013). Increasingly, it has been shown that autophagy
exerts its effect through modulation of apoptosis, cell cycle and senescence (Filippi-Chiela et
al., 2011; Vicencio et al., 2008). Autophagy normally blocks apoptosis (Marino et al., 2014),
but the role of autophagy in senescence remains unclear, despite these mechanisms playing a
central role in aging and carcinogenesis (Gewirtz, 2009; Gewirtz, 2014).

Senescence is a state of irreversible cell growth arrest and metabolic activity
maintenance. It acts as an endogenous antitumor mechanism by avoiding the proliferation of
transformed, pre-tumor cells (Collado et al., 2005; Lenz, 2011; Rodier and Campisi, 2011).
On the other hand, it has been associated to tumor resistance in apoptosis-resistant cancer
cells, since senescent cells remain metabolically active and can affect the growth of
surrounding cells through paracrine signaling (Coppe et al., 2010; Coppe et al., 2006; Laberge
et al., 2012). Senescence can be triggered by cell aging, oncogenic activation or in response to
drugs that affect DNA and mitochondria, among other cell components (Rodier and Campisi,
2011; Vargas et al., 2012). Senescence establishment is driven by proteins that control cell
cycle and stress response, such as p53, p21, p27 and INK4/Arf proteins (Ben-Porath and
Weinberg, 2005; Rodier and Campisi, 2011; Vargas et al., 2012).

The studies that deal with the role of autophagy on senestéigcaot present an
overview of the temporal induction of autophagy and senescence”, as recently stated (Gewirtz,
2014) To shed light on these issues, we used a model of DNA damage-induced autophagy
and senescence by treating glioma cells with the alkylating agent Temozolomide (TMZ),
which is the main chemotherapeutic agent used in gliomas (Filippi-Chiela et al., 2013a;
Kanzawa et al., 2004; Knizhnik et al., 2013). We found that acute DNA damage triggered a
transient autophagy, followed by senescence induction. Although at a population level
autophagy and senescence strongly correlated, no direct interdependence was observed in
single cells. Additionally, inhibition of autophagy triggered apoptosis and reduced
senescence.
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RESULTS
Acute treatment with TMZ induced long-term senescence

U87 glioma cells stably expressing the autophagy marker GFP-LC3 (hereafter referred
as U87-LC3 cells) were treated with 100 uM of TMZ for 3 h, followed by replating in Drug-
Free Medium (DFM) (Fig. 1 A)yH2AX(S139) phosphorylation, an indicator of DDR
activation, was transiently increased, peaking at day 3 (D3), accompanied by a gradual
increase in the phosphorylated form of Cdc2 (Y15) - which inhibits the activity of the
CyclinB/CDK1 complex at G2/M - and an induction of the CDK inhibitor p21. This signaling
is indicative of an activation of the G2/M checkpoint, which is corroborated by the decrease
of both H3 histone S10 phosphorylation and cyclin D1 levels (Fig. 1 B). As expected, TMZ
produced an accumulation of cells at G2/M, peaking at D3, followed by a gradual increase in
the hyperdiploid and multinucleated cells (Fig. 1 C). Cumulative Population Doubling (CPD)
indicated that acute TMZ treatment led to a stabilization of the cell number, suggesting
permanent cell growth arrest (Fig. 1 D). CPD profile suggested senescence entry,
corroborated by the increase of cells positively marked with the Senescent Asspciated-
Galactosidase (SA-Gal+ cells) (Fig. 1E) and an increase in the pdegm of cells with
large and regular nuclei, a morphological feature of senescent cells (Supplementary Fig. S1
A), as we showed with the Nuclear Morphometric Analysis (NMA) technique (Filippi-Chiela
et al.,, 2012). Interestingly, when NMA was analyzed as a contour plot, it was possible to
observe a dynamic distribution of nuclei over time in three well defined regions as described
in the legend of Fig. 1. Nuclear area (NA) from TMZ-treated cells progressed from NA1 to
NA3, which is characteristic of senescent cells, through the intermediary state, NA2. At D7,
only a few cells remained with a nuclear area of non-senescence cells (NA1) or in the
intermediary region NA2 (Fig. 1F and Supplementary Fig. S1 B).
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Figure 1 Acute treatment with TMZ induces cell cycle arrest and senescence in gliom&gell87-LC3 cells

were treated with TMZ 100 uM for 3 h, followed by growth in drug-free medium (DFM) for the indicated time.
Time zero (DO) represents 3h after treatm@it.Western blot for the indicated proteins at 3D, 5D and 7D after
DFM replating; LC — loading controtomassie bluestained membrangC) Cell cycle distribution.Top —
representative plotdottom left— quantification of the percentage of Sub-G1, G1, S, G2/M and hyperdiploid
cells; bottom right— percentage of multinucleated cells, assessed by direct counting of cells with two or more
nuclei presenting normal area at D) Cumulative population doubling (CPD) of cells treated as in(E9).
Representative images of $Agal staining; numbers represent the quantification of the percenteiygadf

positive cells (mean £ SEM); scale bar: 80 {R).NMA contour plot of TMZ-treated cells over time. Nuclear
areas (NA) were defined based on the average of normal nuclei and thresholds determined by average area+2SD
(NA1), 2SD to 4SD from the average (NA2) and more than 4SD from the mean (NA3). NIl represents the index
of nuclear irregularity, as a measurement of nuclear morphometric alterations that occur overtime. Values on
heat maps legends represent the number of cells. * p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 in relation to control.
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Acute TMZ treatment triggers early AMPK/ULK1 and p38 activation, persistent
Akt/PI3k/mTOR suppression and transient autophagy

Acute TMZ treatment induced an increase in pT&ARAPK at D3, accompanied by
an increase of two AMPK targets (Kim et al., 2011) - pS555-ULK1, a member of the initial
complex of autophagy promotion (ULK1-FIP200-Atgl3), and pS792-Raptor, which when
phosphorylated disrupts the formation of mMTORC1, leading to autophagy induction (Dunlop
et al., 2011). Accordingly, mTOR activity, as indicated by pS389-p70S6K, pS2448-mTOR,
pT37/46-4EPB1, pS473-Akt and pS9-GSKafs gradually reduced, remaining low at D7.
p38, an important sensor of cell damage (including genomic injury), presented an increased
phosphorylation at D3 and D5 (Fig. 2 A). It is important to emphasize that phosphorylation of
p38, AMPK and ULK1 follows a kinetics that resembles the primary DNA damage produced
(Fig. 1 B), whereas the remaining proteins presented slower and more long lasting post-
translational modifications. These data are supportive of pro-autophagic signaling after DNA
damage, involving activation of the AMPK/ULK1 axis and suppression of Akt/mTORC1
pathway.

Indeed, TMZ led to an increase in the proportion of GFP-LC3+ cells (Fig. 2 B). The
proportion of acridine orange (AO) positive cells increased until D4, followed by a sudden
increase in the mean level of AO staining with a concomitant reduction in the proportion of
AO+ cells (Fig. 2 C, Supplementary Fig. S1 C and S1 D). Autophagy induction was also
confirmed by western blot for LC3 I/ll conversion and levels of p62 protein (also known as
SQSTM1), which is degraded during autophagy (Fig. 2 D). These data confirm that acute
DNA damage triggered autophagy, peaking at around D3 and D4 followed by a gradual
reduction. Despite high levels of autophagy, a reduction of intracellular ATP levels was
observed after TMZ treatment (Fig. 2 E).

Figure 2 Acute treatment with TMZ induces autophagy accompanied by early AMPK/ULK1 axis activation and
long lasting Akt/PI13k/mTOR suppressigi) U87 cells were treated as described in Fig 1A and western blot for

the indicated proteins and phospho-proteins were performed; LC — loading ceotr@ssie bluestained
membrane(B) GFP-LC3 dots formation assay; numbers depict the percentage of cells with at least 5 GFP-LC3
dots (mean + SEM); *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001; scale bar: 20{G). Acridine orange (AO) staining -

graph shows the percentage of AO-positive cadissusAO intensity of the positive population in relation to

control over time (to see data of AO intensity and percentage of cells in a separated manner see Supplementary
Fig. S 1C and S1 D)D) Western blots for p62 and LC3 I/ll. LC — loading contmdmassie bluestained
membrane(E) ATP levels of cells treated with TMZ as in Fig 1A; *p<0.05 and **p<0.01 in relation to control,
which was considered 100%.
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The connection between autophagy and senescence is highly heterogeneous at the
single cell level

When two well defined mechanisms are induced in a population of heterogeneous
cells, it begs the guestion whether what is observed for a population is an average of a
heterogeneous response or the depiction of a homogeneous effect. Analysis of GFP-LC3 area
in relation to nuclear area showed a population transition from an initial state with neither
autophagy nor senescence markers (nuclear population 1 - nP1), passing through an state of
high autophagy (nP2 and nP3) and nuclear area in the NA2 region, reaching a final state of
low autophagy and a intermediary (nP4) or large (nP5) nuclei at D7 (Fig. 3 A). Similar
dynamics were observed for the area of the cell, except for a delay on one to two days in
relation to nuclear area to pass from an intermediary region (cP3) to the region corresponding
to the state of largest cell area (cP4) (Fig. 3 A).

When analyzed as the proportion of cells with a given phenotype, it can be observed
that between D3 and D4.5 a critical period occurred, in which autophagy reached maximum
levels accompanied by senescence entry, based on CPP-Galdstaining (Fig. 3 B). In
order to evaluate how individual cells go through this transition, we measured autophagy and
senescence markers through single cells tracking from D3 to D4.5. In control cells, LC3, cell
and nuclear area remained virtually constant (see examples at Fig. 4 B). On the other hand,
TMZ-treated cells underwent a very heterogeneous response, as observed in the path taken in
a cell area versus GFP-LC3 area graph (Fig. 3 E, D and E). We found some cells that
presented very similar positions in the LC3 versus cell area graph at 3D and reached very
different positions at D4.5 (Fig. 3 C); cells that passed through a similar point but coming
from and going to very different positions (Fig. 3 D); and cells that reached a similar position
even though starting at a different point and going along very different paths (Fig. 3 E). A
similar heterogeneous response was observed for the nuclear area (Supplementary Fig. S2 A-
D).

In order to try to make some sense of this very heterogeneous response, we plotted the
vectors of all cells over the intervals of analysis, in relation to the initial value (considered 1).
The high degree of heterogeneity concerning nuclear and cell area in relation to GFP-LC3
became evident during the intervals from D3 to D3.5 and D3.5 to D4 (Fig. 3 F - left and
middle graphs). However, from D4 to D4.5 a clear reduction of autophagy occurred in more
than 90% of cells to very low GFP-LC3 area (Fig. 3 F - right graph). Importantly, non-
normalized data indicate that this reduction in GFP-LC3 occurred independently of cell and
nuclear area (Supplementary Fig. S2 E), suggesting an orchestrated mechanism of autophagy
ending after DNA damage, independent of the area of the cell or nucleus and, probably, of the
process of senescence induction. As expected, 85% of control cells did not trigger autophagy
nor a significant increase in cell area or nuclear area (Supplementary Fig. S2F).
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Figure 3 Single cell analysis of GFP-LC3, nuclear and cell area after TMZ treat(@@rontour plots of cell

and nuclear area in relation to GFP-LC3 area after treatment as described in Fig 1 A. Circles mark the
populations based on regions with high density that emerges from plots of nuclear aréap|rd@Pd cell area

(cP -botton) in relation to GFP-LC3; dashed line marks the thresholds of NA1, NA2 and NA3, as indicated in
Fig 1 F. Values on heat maps legends represent the number of cells for eac{Br@ammary of autophagy

and senescence marker after TMZ treatment. Single cells were photographed every 12h, from D3 to 4.5. From
(C) to (E) are shown different profiles of cells. Each color line represents a single cell tracking of cells that
present very similar characteristiS) at D3, (D) at D4 or(E) at D4.5.(F) Vectors of GFP-LC3 area versus
nuclear (top) or cell (bottom) area, considering the initial value as 1 for each interval (red circle); numbers
represent the percentage of cells in each quadrant at the end of the interval.
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Population versus single cells analysis of autophagy and senescence

Despite this heterogeneous response in individual cells, at a population level a
significantly larger nuclear area was observed in the few cells alfegmdty positive at D3 in
relation topgal- cells. Interestingly, GFP-LC3 status was inghrorrelated with nuclear
area infgal+ but nofgal- cells, with LC3- cells being significantly lamgthan LC3+ cells in
the former (Fig. 4 A). This was also observed after treatment with another DNA damage
agent, Doxorubicin, at 100 nM for 24h followed by 7 days in DFM (Supplementary Fig. S3
A). This effect, along with the reduction in autophagy observed in the majority of cells raised
the question whether autophagy reduction precedes senescence entry (Gewirtz, 2013;
Gewirtz, 2014). To answer this, we measured, for each cell, the interval in which GFP-LC3
area undergoes the highest alteration and, in parallel, the interval in which each cell suffers
the highest increase in area between D3 and D4.5. Roughly one third of the cases fell into
each of the three possibilities, i.e. autophagy reduction before, concomitant or after the largest
increase in cell area (Fig. 4 B). As mentioned above, control cells almost did not alter their
phenotype over time (Fig. 4 C and Supplementary Fig. S2 F).

After 7 days in DFM, the distribution of LC3+ and LC3- cells was more uniform in
the Bgal- cells when compared fgal+, suggesting that progression to senescenceualign
includes reduction of LC3, which is less likely to occur in cells that also received the initial
proautophagic damage, but did not progress towards senescence (Fig. 4 D — insert graph — and
Supplementary Fig. S3 B). Considering the nuclear area of cells still LC3+ at D7, around 66%
presented a normal nuclear area (NA1), and the proportion of LC3+ cells gradually decreases
from NA1 to NA3 population (Fig. 4 D — black bars on the right).

Taken together, this indicates that when analyzed at a population level, autophagy
markers increased with a faster and transient kinetics, while senescence markers increased
with a slower and sustained kinetics and the former decreased before the latter became
dominant in the population. This is indicated by the inverse correlation between cell or
nuclear area variation and the sum of LC3 area from D3 to D4.5 in the whole population (Fig.

4 E). This inverse correlation is also high when considering data from D3 teoDghown).
However, when these correlations were calculated for each cell from 3D to 4.5D, the average
did not indicate a positive or negative correlation and the distribution of single cells
correlation values were very heterogenous (Fig. 4 E). Altogether, our results suggest that the
data obtained from population of cells represent the average of a very heterogeneous response
at a single cell level during the critical period from autophagy peak and low phenotypic
features of senescence to autophagy reduction with the appearance of senescence markers.
Thus, our data indicate that reduction of autophagy does not have to precede the increase in
cell or nuclear area in a given cell.
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Figure 4 Autophagy and senescence markers highly correlates at the population level but not at the single @ILSzI.

andpgal staining in relation to nuclear area at Daf{); in red average + SEM; *p<0.05 and **p<0.01. Letters in the graph

(A to G) correspond to the representative examplgigalfLC3 double-positive cells shown on ttight; scale bar: 20 pm.

The number of events shown does not represent the ratio of each population ¢Br&lspresentative images of TMZ-

treated cells that decrease autophagy befef, @fter (nid) or concomitant withr{ght) cell enlargement. Red dots in GFP-

LC3 images correspond to GFP-LC3 dots as they were marked in Image Pro Plus software. Numbers in images represent the
mean + SEM of GFP-LC3 area (red) and nuclear area (white). *p>0.05 and **p>0.01 in relation to the previous day. Scale
bar: 20 um. Data in graphs are shown in relation to 3D value. Inserts describe the profile of GFP-LC3 area (LC3) and cell
area (CA) during mitotic to senescence transition. Numbers in the boxes denote the percentage of cells in ed€l) profile.
Representative images (top) and graphs (bottom) of control cells assessed at a single cell level at days 3 to 4.5. Data are
shown in relation to control, considered as 1 at(B) Distribution of LC3+ cells according to nuclear area at D7. Red circle

marks the normal nuclear area. NA1, NA2 and NA3 are shown (dashed lines). On the right is shown the proportion of LC3+
cells in relation to total cells in each nuclear area (NA) regimert Profile of GFP-LC3 andgal staining at D7(E)
Correlations between the variation of cell and nuclear area and total LC3 area for all single cells from 3D to 4.5D. Bottom:
average of these correlations (‘Single cell’) and correlations of the average of the population of cells (‘Population Average’).
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Inhibition of TMZ-induced autophagy triggers apoptosis and reduces senescence

Inhibition of autophagy with bafilomycin A1 (BafAl) at D3 for 24h reduced TMZ-
induced autophagy only while preseng¢.(from D3 to D4), followed by a rebound in both the
percentage and intensity of AO staining to levels even higher than those induced by TMZ
alone (Fig. 5 A — left; Supplementary Fig. S4 A, B). This effect may be due to the
accumulation of autophagosomes, since BafAl suppresses the fusion between
autophagosomes and lysosomes through the blockage of lysosomes acidification (Yamamoto
et al., 1998). On the other hand, 3-methyladenine (3MA) during 1h at D3, D4 and D5 reduced
AO staining (Fig. 5 A — right; Supplementary Fig. S5 A, B) as well as GFP-LC3 dots
formation (Fig. 5 B). Furthermore, autophagy inhibition with 3MA induced apoptosis, as
indicated by cell shrinkage (Fig. 5 B and Supplementary Fig. S4 C), caspase-3 cleavage (Fig.
5 C) and increase in small and regular nuclei (Fig. 5 D), a typical feature of apoptotic cells
(Filippi-Chiela et al., 2012). Interestingly, despite also reducing autophagy, BafAl treatment
did not lead to apoptosis.

At D3, some nuclei of TMZ-treated cells were already in the NA2 and NA3 regions,
but at D7, almost all nuclei were in the NA3 population (Fig. 1 F). Inhibition of autophagy
with either BafA1 or 3MA kept nuclei in the NA1 and NA2 populations (Fig. 5 D), in
agreement with the reduction in the proportionp&al+ cells (Fig. 5 E and F). Finally,
treatment with 3MA reduced the number of cells from 3D onwards, probably due to apoptosis
induction, which was not observed to BafAl treatment (Fig. 5 G).

Rapamycin increased TMZ-induced senescence

Treatment with the mTOR inhibitor Rapamycin (RAPA) at D5 (Fig. 6A) led to a high
increase in GFP-LC3 dots formation (Fig. 6 B) and AO staining (Fig. 6C and Supplementary
Fig. S5 A, B) in comparison to TMZ alone. This acute increment of autophagy from D5 to D6
led to an increased percentageghl+ cells at D7 in comparison to TMZ alone (FigDp
and a reduction in the number of cells (Fig. 6 E). Furthermore, while in TMZ-treated cells we
observed some mitotic figures at D7, we did not observe these phenotypes in TMZ+RAPA-
treated cells (Fig. 6 E — insert).

Accordingly, RAPA treatment 24h before TMZ (Fig. 6 F) anticipated the peak of
TMZ-induced autophagy measured with GFP-LC3 (Fig. 6 G and Supplementary Fig. S5 C)
and AO (Fig. 6 H and Supplementary Fig. S6 D,E). RAPA pre-treatment accelerated TMZ-
induced senescence entry, as showiidgsl staining (Fig. 61), CPD analysis and p21 levels
(Fig. 6J). It is interesting to point that RAPA alone, despite inducing a higher initial pro-
autophagic effect than TMZ (Fig. 6 G, H and Supplementary Fig. S5 C-E), neither induced a
sustained autophagy nor senescence.
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Figure 5 Inhibition of TMZ-induced autophagy triggers apoptosis and reduces senescence in glionfA)cells.
Top - Experimental design. Bafilomycin Al (BafAl) 100 nM was added at D3 for 24 h; 3-methyladenine (3MA)
2 mM was added for 1h at days 3, 4 ot_&ft graph- AO graph for BafA1Right graph- AO graph for 3MA;

data are presented as % of AO-positive ogdlsusAO intensity.(B) Representative images of cells after 3h, 24

h and 48 h of 3MA treatment; for 48h after 3MA treatment, two representative images are shown to illustrate
apoptotic cells (white arrowhead); ##p<0.01 in relation to TMZ alone at D3; #p<0.05 in relation to TMZ alone at
D5 (see Fig. 2 A); scale bar: 40 p() Western blot for caspase{®) NMA contour plot at D7; NA1, NA2

and NAS3 correspond to regions 1, 2 and 3, respectively; SR: small and ragulapd@ptotic) nuclei(E)
Representative images of $Agal staining at 7D; numbers denote the percentagigalfpositive cells; scale

bar: 100 um. #p<0.05 and ##p<0.01 in relation to TMZ al¢hg.Percentage opgal+ cells. #p<0.05 and
##p<0.01 in relation to TMZG) CPD of cells treated as in (a). #p<0.05 in relation to TMZ.
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Figure 6 Rapamycin increases TMZ-induced senesceff®eCells were treated with Rapamycin (RAPA) 100

nM at D5 for 24h(B) Representative images and quantification of GFP-LC3 at D6, 24h after RAPA treatment at
D5; *p<0.05 and **p<0.01 in relation to control; ## p<0.05 in relation to TMZ alone. Scale bar; 4ACPADO

graphs; data are presented as % of AO-positive gelisusAQO intensity. (D) SA-B-gal staining at D7 after
treatment as shown in (a); detail in TMZ image point to a mitotic figure (white arrow), which was not observed
in TMZ+RAPA treatment; **p<0.01 in relation to TMZ alone; scale bar: 60 (En.CPD after treatment as in

(a). (F) Cells were pre-treated with RAPA 100 nM 24h before TZ). Percentage of GFP-LC3-positive cells;
#p<0.05 comparing TMZ to TMZ+RAPAH) AO graphs(l) Percentage of SB-gal-positive cells; *p<0.05

and **p<0.01 in relation to TMZ alongJ) CPD and western blot for p21 protein. LC — loading control,
comassie blustained membrane. #p<0.05 in relation to TMZ alone.
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Inhibiting and activating autophagy at different times as a form of eliminating
TMZ-resistant cells

Cells with nuclei in the NA2 region at D3 (Fig. 1 F) responded differently according to
its autophagic status — high LC3 cells increased average nuclear area from D3 to D4.5
whereas low LC3 cells remained with the same area or decreased nuclear area, i.e. suffered
apoptosis (Fig. 7 A). Therefore, we wondered whether activating and blocking autophagy at
different times could potentiate the effect of TMZ by increasing senescence and inducing
apoptosis. Indeed, RAPA pre-treatment followed by TMZ treatment and the addition of 3MA
at D3, D4 and D5 led to a further reduction of cells in comparison to treatments alone (Fig. 7
B), indicating a potential therapeutic regimen aimed at eliminating resistant cells.
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Figure 7 Autophagy activation followed by its inhibition highly increases the toxicity of TiMZitro. (A)

Single cell tracks of nuclear area alterations in cells with nuclear area in the NA2 region separated by both low
(left) and high GFP-LC3 area (righ{B) Top - cells were pre-treated with RAPA 100 nM for 24 h followed by
treatment with 10QuM of TMZ for 3 h; 3MA (2mM) was added for 1 h at days 3, 4 and 5, followed by CPD
(bottom). ###p<0.001 in relation to TMZ alone, £p<0.05 in relation to TMZ + RAPA and 888 p<0.001 in
relation to TMZ + 3MA. (C) Overview of the cellular and molecular effects triggered by TMZ in glioma cells.
Sites of phosphorylation are shown as red circles. Dashed line indicates molecular links that may occur not
directly or not well established. Broken line from Akt to p21 indicates a multistep mechanism.

DISCUSSION

In this study we found that: (i) acute DNA damage leads to AMPK/ULK1 and p38
activation and sustained downregulation of Akt/PI3k/mTOR pathway, leading to transient
activation of autophagy (Fig. 7 C); (ii) at a population level, autophagy is highly correlated
negatively with senescence markers, while in single cells this correlation does not exist; (iii)
boosting senescence, by inhibiting mTOR, prior to DNA damage together with inducing
apoptosis later, by inhibiting autophagy, may be a good strategy to overcome resistance.

The dynamic of autophagy induction resembles the kinetics of DDR and the activation
of AMPK/ULK1 and p38 pathways, while the orchestrated reduction of autophagy at 4D
occurred despite the sustained mTOR inhibition. In support to our suggested mechanism,
Singh et alshowed that DNA damage activated H2AX/ATM pathway, followed by
AMPK/ULK1 activation and autophagy in epithelial cells (Singh et al., 2012). Indeed, after
TMZ treatment, DNA damage proteins (Knizhnik et al., 2013; Singh et al., 2012) and DNA
repair proteins (Zeng and Kinsella, 2008; Zeng and Kinsella, 2010) may signal to activate the
AMPK/ULK1 axis, which can trigger autophagy both directly, through activation of VPS34
(Russell et al., 2013), or indirectly, by inhibiting mTORCL1 through phosphorylation of Raptor
(Dunlop et al., 2011). In addition, we found that Akt/PI3k pathway gets chronically
suppressed, which can contribute to long lasting mTOR inhibition and late senescence (Astle
et al., 2012). Thus, it is plausible to assume that RAPA sensitized cells to both TMZ-induced
autophagy and senescence due to the anticipation of mTOR inhibition. This was similar to
observations in skin cancer cells exposed to UV radiation (Strozyk and Kulms, 2013) and in
radiotherapy-treated breast cancer cells (Nam et al., 2013).

Population data showed an early activation of autophagy followed by its decrease
accompanied by a concomitant increase of senescence, in agreement with other models of
autophagy and senescence induction (Gamerdinger et al., 2009; Patschan et al., 2008). In
single cells, however, autophagy can decrease before, after or concomitant with cell
enlargement. Additionally, LC3, nuclear or cellular area status at a given time were neither
indicative of the previous state nor of the outcome regarding autophagy or senescence
markers. Since autophagy presented a concerted reduction independent of cell or nuclear area
at 4D, it is plausible to conclude that the kinetics of senescence induction is heterogeneous
and unaffected by autophagy. Indeed, autophagy and senescence are triggered in parallel after
various stimuli, but with different kinetics (Goehe et al., 2012; Patschan et al., 2008; Sasaki et
al., 2010; Young et al., 2009), therefore giving the population impression of causality but
which was not observed at the single cell level, as already hypothesized (Gewirtz, 2014). In
support of autophagy not being necessary for senescence induction, senescence occurred at
high levels even after autophagy inhibition in models using RNAI for Atg proteins (Gewirtz,
2014; Goehe et al., 2012; Young et al.,, 2009). Indeed, silencirggd andAtg7 only
attenuated senescence induced b@Hn fibroblasts (Luo et al., 2011) and failed to block
senescence induced by adriamycin in breast cancer cells (Goehe et al., 2012), despite highly
suppressing autophagy induction. The reduction in markers of senescence when autophagy
was inhibited at the initial and final steps suggests that autophagy may play an important role
in supporting the full development of the senescence phenotype, probably by providing ATP
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to the cell, as indicated in studies with TMZ in gliomas (Katayama et al., 2007). Additionally,
autophagy inhibition also reduces the percentage of senescent cells due to targeting
autophagic cells to apoptosis, as also observed by others (Katayama et al., 2007; Singh et al.,
2012).

In several models, autophagy is part of the machinery that generates an adaptive
context during cell stress, preventing cells undergoing apoptosis. In this context, autophagy is
permissive for senescence entry, which is the terminal response (Young and Narita, 2010) of
those cells that resisted apoptosis (Collado et al.,, 2007; Grimes and Chandra, 2009).
Therefore, inhibition of autophagy may improve therapeutic efficiency of DNA damage
agents, reducing tumor resistance (Sui et al., 2013). Indeed, targeting autophagy in the therapy
of aggressive tumors has provided promising results (Kaza et al., 2012; Yang et al., 2011),
including some clinical trials combining classical chemotherapeutics with autophagy
activators (Chinnaiyan et al., 2013; Mason et al., 2012; Reardon et al., 2006) and inhibitors
(Briceno et al., 2007; Sotelo et al., 2006). Furthermore, the percentage of cells that remained
autophagic at 7D (8%), from which more than 90% are on NAl or NA2 area, is closely
related to the percentage of cells that retained clonogenic capacity after TMZ treatment, as we
previously reported (Filippi-Chiela et al., 2013a).

In fact, the study of different protocols of cancer treatment with autophagy modulation
may give important insights about the role of autophagy in long term response of cancer cells
to cytotoxic agents, which can predict clinical responses (Augustine et al., 2009). In this
sense, careful scheduling of chemotherapeutic agents and autophagy modulators may
potentiate their effect through the elimination of resistant cells.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture and treatments

Human GBM cell line U87 stably expressing the autophagic marker GFP-LC3 was kindly
provided by Carlos F. M. Menck (University of Sdo Paulo, Brazil). Cells were cultured in DMEM low
glucose, supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin and 0.1% amphotericin B at
37°C/5% CO2 in a humidified incubator. Culture materials were obtained from Gibco Laboratories
(Grand Island, NY, USA). Temozolomide, 3-methyladenine (3MA), bafilomycin (BafAl), rapamycin
(RAPA) and acridine orange (AO) were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). The
drug vehicle DMSO never exceeded 0.5% (v/v).

Images Acquisition and processing

We used a Zeiss Axiovert 200 inverted fluorescent microscope, equipped with an Axiocam
MRc camera. Images were acquired using AxioVision Rel 4.8 Software, at 25°C. Depending on the
experiment, cells were photographed in DMEM Low glucose (single cell experiments and GFP-LC3
images during the experiment) or in PBS 1x (®4al assay, DAPI and GFP-LC3 at the endpoint of
the experiment). Fluorochromes used were: acridine orange, GFP-LC3, DAPI. No processing was
performed on images after acquisition.

Cumulative Population Doubling (CPD)

For cumulative population doubling (CPD), cells were treated with TMZ .iNdCfor 3 h,
followed by two washes and cell replating in Drug-Free Medium (DFM). After 3, 5 and 7 days in
DFM cell number was determined and CPD was calculated as described previously (Zamin et al.,
2009), through the equation PD = [Ibgt)-logN(to)]/log 2, whereN(t) is the number of cells per well
at time of count, andli(to) is the initial number of cells. The sum of PDs was then plotted versus time
of culture.

GFP-LC3 assay

U87 were transduced using lentivirus with EGFP-LC3, which localizes at the autophagosome
after processing (Kabeya et al., 2000). The percentage of cells with at least 5 clear green dots in the
cytosol was determined for at least 100 green cells per treatment (Mizushima et al., 2010). We also
measured GFP-LC3 area using Image Pro Plus 6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).
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These data were plotted with both nuclear area and cell area in a contour plot graph, using SigmaPlot
software (Systat Software, Inc., CA, USA).

Acridine Orange Assay

Acridine orange (AO) is a marker of Acidic Vacuolar Organelles (AVOSs) that fluoresces green
in the whole cell but red in acidic compartments (mainly late autophagosomes). At the indicated days,
cells were harvested and incubated with AO@¥ for 15 min at room temperature. To quantify the
percentage of AO-positive cells and the intensity of red fluorescence, AO-stained cells were analyzed
in a GUAVA EasyCyte flow cytometer (Guava Technologies, Hayward, CA). AO data was presented
as a plot of % of AO-positive cellgersusred intensity graph, to better illustrate the effect of
treatments over time.

Western Blot

Protein expression and phosphorylation analysis was performed as described (Zamin et al.,
2006; Zamin et al., 2009), with minor modifications. Primary antibodies used were: p62, LC3,
pULK1, pRaptor, pAMPK, pAkt, p-mTOR, pp70S6K, p4EBP, pGSK-gammaH2AX, pCdc2,
cyclin D1, pH3 histone, p21, and pp38 (Cell Signaling, Beverly, MA).

Senescence-associated beta-galactosidase (5gal or g-gal) assay

Cells were treated, washed twice with PBS and replated at a density of 2elldlvell, in a
12-wells plate. At the indicated time, cells were tested for senescence (Dimri et al., 1995). Briefly,
cells were washed with PBS, fixed with 2% paraformaldehyde for 30 min at room temperature and
incubated with fresh SA-beta-gal staining solution (1 mg/mL X-gal (Sigma), 40 mM citric
acid/sodium phosphate (pH 6.0), 5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150
mM NacCl, and 2 mM MgG) for 8 h at 37°C. After, cell nuclei were stained with DAPI 300nM for 30
min in the dark. Results are presented as ratio op-8Al-positive cells to total cells, for at least one
hundred cells per treatment per experiment.

Nuclear Morphometric Assay (NMA) and Contour Plot for NMA

Nuclear morphometry was analyzed using a tool developed by our group (Filippi-Chiela et al.,
2012). Briefly, cells were treated with TMZ , fixed with 2% paraformaldehyde (v/v in PBS) for 30 min
at room temperature and marked with DAPI 300 nM for 30 min at room temperature, followed by
quantification of DAPI-stained nuclei using the Software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD) or Image J plugin available at www.ufrgs.br/labsinal/nma. Data are presented as a
plot of Area versus Nuclear Irregularity Index (NII). Here, we also present a new, alternative
presentation of NMA data through a contour plot graph using SigmaPlot (Systat Software, Inc., CA,
USA). Data from nuclear, cellular and GFP-LC3 area are given &s pm

Cell Cycle Analysis

For cell cycle analysis, cells were treated, followed by two washes and cells replating in DFM.
After 3, 5 and 7 days in DFM, cells were harvested and fixed in ice-cold ethanol 70% (v/v in PBS) for
at least 2 h. Fixed cells were washed with PBS and marked with a solution containiggmb0
Propidium lodide, 0.1% Triton X-100 and 5@/mL RNAse for 30 min, in the dark, at room
temperature. Marked cells were analyzed using the flow cytometer GUAVA EasyCyte software to
evaluate DNA content of cells and, thus, cell cycle distribution of samples.

ATP intracellular levels measurement

Intracellular ATP levels were measured using the ATP determination kit (Molecular Probes,
Invitrogen) Kit. Briefly, cells were lysed on ice with TE buffer (Tris 200 mM, EDTA 4 mM, pH 7.5)
and samples heated at 95°C for 7 min, followed by centrifugation at 14000 rpm for 3 min. Supernatant
was used to measure intracellular ATP levels, according to manufacturer's instruction. ATP
intracellular levels were determined based on an ATP standard curve (1 piM)- Total protein of
the samples was measured by BCA kit assay, to normalize the samples.

Single Cell Analysis

For single cell analysis, cells were treated with TMZ uil0for 3 h, followed by two washes
and cell replating at a density of 1 x*1€ells per well in 12-wells plate. The same fields were
photographed each 12 h, guided by a line on the external surface of the plate. Images were acquired in
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visible and green fluorescence from D3 until D4.5. After, cell area, nuclear area and GFP-LC3 area
were determined for 72 TMZ-treated cells and 42 control cells, using Image Pro Plus 6.0 software. For
Fig 3F we separated the intervals of analysis (i.e. from D3 to 3.5, from D3.5 to 4 and from D4 to 4.5)
and converted the initial value of cell, nuclear and GFP-LC3 area to 1. Then, we calculated the values
of the interval endpoint in relation to 1. For Fig 4B and 4C we converted values as relative to D3,
which was considered 1. Data from nuclear, cellular and GFP-LC3 area are given®as pixel

Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted by TTEST for single comparisons or ANOVA followed by
Student-Newman-Kleus for multiple comparisons of at least three independent experiments; ‘p’ value
under 0.05 was considered significant. Correlation analysis was done using Pearson correlation using
the Microsoft Excel or PASW Statistics 18.
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SUPLEMMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1Chronic effect of acute TMZ treatment on nuclear morphometry and autophagy in
TMZ-treated cellsU87-LC3 cells were treated as shown in Fig. 1 A. Time zero represents 3 h after treatment
(day 0).(A) NMA of TMZ-treated cells at day 7; numbers correspond to the percentage of cells with large and
regular nuclei. ***p<0.01 in relation to contro|B) Percentage of cells in NA1, NA2 and NA3 regions over
time, based on graphs of Fig. 1{C) relative AO red intensity an(D) % of AO-positive cells; *p<0.05,
**p<0.01 and ***p<0.01 in relation to control.
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Supplementary Figure 2 Single cell analysis of GFP-LC3, nuclear and cell area after TMZ treat(#nt.
Representative tracks of cell pairs that are very similar in cell and GFP-LC3 area at D4. Red marks the start point
of each cell andame colors represents two cell with a similar start poisert: Tracks of cells that entered
apoptosis(B) Representative tracks of cells that share a similar position at day 8G)eRepresentative tracks

of cells that started single cell tracking with very similar characteristics of nuclei and GFP-LC3Djrea;
Representative graph of several cells reached a similar position at(BX%Graphs of GFP-LC3 area versus
absolute nuclear (top) and cell (bottom) area at the three intervals of single cell tracking analysis; each line
represents a single cell accompanied over time; gray arrow represents the mean at each time; red dashed line
indicates the division between NA2 and NA3 and cP2 and cP3 population, based on Fig. 1f and Fig. 3a,
respectively(F) Tracks of control celldnsert: Detail of cells without autophagy.



Supplementary Figure 3Doxorubicin induces the co-occurrence of autophagy
and senescencéA) U87-LC3 cells were treated with Doxo 100 puM for 3 h,
followed by replating in DFM for 7 days, after which cells were fixed with
paraformaldehyde 2% and stained for B8al. (B) Representative images of

the profile of GFP-LC3 anflgal staining at D7 after TMZ treatment; scale bar:
20 pm.
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Supplementary Figure 4Inhibition of TMZ-induced autophagy induces apoptosis in glioma
cells. (A) U87 GFP-LC3 cells were treated as described in Fig. 5 A followed by determination
of the percentage of AO-positive celleff) and AO red intensityright). (B) Representative
images of the same field treated with TMZ+3MA over time (3, 5 and |&ff)imageshow
images of cells treated with TMZ+3MA; scale bar: 30 pight images— detail of two
apoptotic cells (cells A and B), triggered after 3MA treatment.
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Supplementary Figure 5Rapamycin potentiates the pro-senescent effect of TMZ in glioma
cells. U87 cells were treated with RAPA as described in Fig. 6 A/F and tested for autophagy.
(A and B). Percentage of AO-positive cells and relative AO red intensity of cells treated with
RAPA 100 nM at D5, as showed in Fig. §&) GFP-LC3 dots formation assay assessed 0, 2
and 3 days after TMZ treatment, as showed in Fig. 6f; scale bar: 2(Dyand E) Percentage

of AO-positive and relative AO red intensity of cells treated with RAPA 100 nM 24h previous
to TMZ treatment, as showed in Fig. 6f.
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CAPITULO IV

SLEEP OR LET DIE: TWO SIDES OF THE SAME COIN IN THE
INHIBITION OF AUTOPHAGY

APRESENTACAO

A idéia do comentario apresentado neste capitulo surgiu a partir do desenvolvimento
da parte experimental central, apresentada no capitulo anterior. Revisando a literatura acerca
da conexdo de autofagia e senescéncia, encontramos diversos trabalhos que apresentavam
ensaios incompletos, o que prejudicou a interpretagdo ou conclusdes baseadas nos resultados.
Na maioria destes trabalhos foram utilizados inibidores de autofagia, mas o nimero de células
e a inducdo de morte celular ndo foram avaliadas. Desse modo, aqueles trabalhos que
mostram reducdo da autofagia e reducdo concomitante da senescéncia apresentam o viés de
gue algumas células poderiam estar sendo eliminadas por algum mecanismo de morte celular.

Este comentario sera submetido a revista Autophagy.
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Commentary and Views

SLEEP OR LET DIE: TWO SIDES OF THE SAME COIN IN THE
INHIBITION OF AUTOPHAGY

Eduardo Cremonese Filippi-Chiél&uido Lenz

! Department of Biophysics and Center of Biotechnology, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

Abstract

The dual role of autophagy in eukaryotic cells makes necessary the use of autophagy
inhibitors to define its function. Due to the modulation exerted by autophagy in cell
senescence, cell cycle and cell death, inhibition of autophagy may lead to several
consequences in these mechanisms and, consequently, in cell fate. Here, we propose that the
study of the role of autophagy in a given context requires a careful analysis of these
mechanisms in an integrated manner, to avoid the misinterpretation of data. This aspect is
even more necessary considering the connection between autophagy and cell cycle or
senescence, since the induction of cell death in parallel after autophagy inhibition may
hamper some conclusions. We reviewed the main studies concerning these connections,
which have experienced a great increase due to the key role that has been attributed to these
mechanisms on human health and disease.

Key words: autophagy; cell death; apoptosis; senescence; cell cycle; 3-methyladenin;
cloroquine; bafilomycin; Atg

Abbreviations list: 3-MA, 3-methyladenin; CQ, chloroquine; HCQ, hydroxychloroquine;
BafAl (Bafilomycin Al)

Recent years have experienced a burst of studies concerning the connection of
autophagy with others cell growth and death mechanisms. Among these interplays, the ones
involving apoptosis, cell cycle and senescence are the most relevant. However, literature is
poor and inconclusive concerning these interplays in an integrated way, and some key
guestions remain unsolved, such as: how do several cellular mechanisms that are activated by
a single signal interact? How much information can be harnessed from heterogeneous
populations of cells in which one of the responses induced by this treatment is inhibited? How
to design experiments and analyze data from these approaches to avoid misinterpretation?
That's what we discuss here.

Autophagy has a dual role in eukaryotic cells. Depending on the environmental and
cellular context that it is triggered, autophagy can mediate cell adaptation and survival to
stressful conditions but, on the other hand, can contribute to cell H&athtil the mid-
2000s, autophagy was used almost without distinction with autophagic cell death being
considered as part of the toxicity induced by all treatments, as showed by initial review
articles®. From that time to now, the knowledge about the mechanism increased dramatically
and the concept of autophagic cell death was demystifiedhe current state of art point to
autophagy as contributing to cell adaptation and survival in the majority of cell types and
modelS. Indeed, autophagy also seems to contribute to cell cycle arrest and seriéscence
despite no data definitely showing this connection or an interdependence between these
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mechanism®. Autophagy, apoptosis, cell cycle alterations and senescence can be triggered
by a single stress inductor, but with different kinéticsThus, pro-death signals may also be
present in arrested or senescent cells but suppressed by pro-survival mechanisms, among
which is autophagdy. The interest on the functional connections between these mechanisms
has been propelled by the key role that autophagy and senescence have received in several
?3h13£siological and pathological contexts, such as aging, neurodegenerative diseases and cancer

Due to the dual aspect of autophagy on cell homeostasis, the evaluation of its role
fundamentally requires its inhibition. This has been done through pharmacological treatment
or genetic manipulation of Atg genes, to specifically suppress autophagy at different steps of
the mechanism, as fully reviewed. Inhibition of autophagosome formation has been
achieved mainly through treatment with 3-methyladenine (3MA), wortmannin, spautin or
shRNA to Atg genes, such as Atgl (Ulk1l), Atg4, Atg5, Atg6 (beclin-1), Atg7 or Atgl2.
Inhibition of autophagolysosomes formation, in turn, has been usually achieved
pharmacologically through inhibition of lysosome acidification using cloroquine (CQ),
hydroxicloroquine (HCQ) and Bafilomycin Al (BafAl). Indeed, the use of these modulators
has allowed the study of the role of autophagy in several physiological and pathological
contexts.

However, it is important that authors keep in mind that autophagy modulation, even
with specific targets such as iRNA for Atgs, may also interfere in others mechanisms due to
the central role of autophagy in cell mechanisms. In this sense, to avoid misinterpretation of
results it is fundamental that experiments performed to assess the role of autophagy, mainly
considering its interaction with senescence and cell cycle, include the analysis of cell number,
cell morphology and cell death mechanisms, such as apoptosis and necrosis. To illustrate this,
we present a representative effect of autophagy inhibition in cells exposed to a proautophagic
treatment, in an integrated manner with other cell mechaniBigare 1). After treatment,
cells triggered autophagy, which can contribute to cell survival through (i) providing some
energetic precursors to support metabolic requirements, (ii) elimination of pro-apoptotic
intracellular signals or (iii) contributing to the turnover of injured cell components. As a
consequence, autophagy constitutes a context that is permissive to cell cycle arrest
maintenance or long term senescence entry through avoiding cell death. As a final fate, part of
these cells remains alive and proliferative, while others enter in senescence and a small
percentage die through apoptosis or necrdsig. 1A). On the other hand, when
cytoprotective autophagy is inhibited, cell death is triggered leading to a relative decrease in
senescence entry or cell cycle arrest. As a general consequence, the final number of cells is
reducedFig. 1B). Thus, authors could wrongly conclude, if assessing only senescence or cell
cycle in the context of autophagy inhibition, that autophagy is fundamental to cell cycle arrest
and senescence entry. Actually, autophagy was protecting cells from death, thus enabling cell
cycle arrest and senescence entry as backup mechanisms. Then, if in this model authors had
evaluated cell number, the dominant cytoprotective effect of autophagy would have been
observed.

Figure 1 - Representative model of the effect of autophagy suppression in cell growth and death mechanisms.
(A) A stressful, proautophagic and cytostatic condition induces autophagy in 80% of cells. This autophagy
contributes to cell survival, allowing 50% of cells achieve long term senescence. In addition, 10% of cells die by
apoptosis or necrosis, while 40% of cells are not affected by treatment. The conclusion of this context is that the
mechanism of action of the indicated condition involves autophagy activation and senescence entry in this
population of cells. However, no conclusion about the interaction between this mechanism is possible based
solely in this data(B) In the same proautophagic context, autophagy inhibition deviates 60% of cells to cell
death, due to the suppression of cytoprotection conferred by autophagy to those cells. As a consequence, some
cells that would enter in senescence die due to the absence of autophagy, leading to a relative reduction of the
percentage of senescent cells and also a reduction in cell number. In this sense, the evaluation of senescence only
could lead to the wrong conclusion that autophagy mediates senescence entry, while in true autophagy avoid cell
death and is permissive to senescence. In the same way, the absence of cell humber analysis impairs the
evaluation of what approach result in higher toxicity.
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With this in mind, we summarize the main works that evaluated the role of autophagy
on cell fate considering more than one mechanism of cell death and growth inHibéine
1). In several of these works the conclusion about the effect of a given treatment is impaired
by the lack of some key data. This is more critical in studies that evaluate the role of
autophagy in senescence or cell cycle, in which some results raise the question whether cell
death was not being induced in parallel after autophagy inhibition. In fact, inhibition of
autophagy may deviate some cells to cell death, leading to a relative reduction of senescent or
cell cycle arrested cells, as suggested by several works from Tabl®# In these cases,
the conclusion that autophagy mediates or is fundamental to cell senescence or cell cycle
arrest, based solely on the percentage of cells presenting these phenotypes, is biased. Indeed,
autophagy probably may allow cells to remain arrested or to enter in senescence, which
usually is the long-term response of injured cells that resisted to treatments. Actually, the
effect of autophagy in preventing apoptosis is dominant in several models, and the majority of
the studies did not shown the consequence of autophagy inhibition on cell number, which
should be fundamental in basic pharmacologic studies.



TABLE 1 - Review of main works that used autophagy inhibition and consequences of this inhibition.

109

Effect of autophagy inhibition

{\ut'op_hagiy Autqphagy (% of alteration and method Treatment Cells Data Ref
nhibition inhibitor used) lacking
0, - 0,
lg;g]ngAg 3MA 5mM /]\’prl)\loecrl-SE?’/o(?SSX) Imidozoacridinone | A549 lung Cell 16
microsc.) 1h PreT | Senesc - 50% (bgal) C1311, 7days cancer number
155% (AO 3 1 Necr - 16% (PI) . -
MA 5mM Imidozoacridinone | H460 lung Cell
Cnyqtig?;'sir;d 1h PreT L Apo - fr(?;s 5% to 3% C1311, 7days cancer number 16
| Senesc - 30¥%Bfal)
Human
Umbilical | Froofof
T Apo 12% (Anex) Glycated collagen | Vein 3MA
P Not shown 3MA 10mM lSenesc - 3-foldpgal) Y 9 . efficacy; | 17
- (GC) Endothelial
H (no time) cell
A Cells number
R (HUVEC)
3MA
M 10mM, Cell
A from day 3 | 1 Cell death with signs of , )
C | LLC3I/Mwb to 5 after micronuclei - 40% Temoif\)/llor;l]de 100 glﬁ(zjfnla gl;?ct:f?é 25
(L) Temigtzeolom (microscopy) cell death
0 treatment
G UV irradiation and Cell
3MA 10mM 100 ) p18-CycE (a NCI-H1299 | number;
(I_: | PULK1 wb (no time) T Apo - 10% (Sub-G1) product of cyclin E | lung cancer| apoptosis 1
cleavage) assays
| 3-folds LC3 I/1I 200
conversion (wb) | 3MA 2mM /[E:ép;rrez?(/gAagg %A;/?\;l()) | Resveratrol, 24h Us7 glioma Chronic 18
114% (AO 1h PreT l 2504 and 48h 9 assays
cytom) 0
CQ - |34% (AO | 3MA 5mM, |Senesc - only MCF7 Cell
cytom.); T p62 1h PreT demonstrative, not Adriamvein human number 8
3MA - | 42% (AO CQ 5uM, quantified oal, p21) y breast and cell
cytom.); T p62 1h PreT cancer death
Effect of autophagy inhibition
{\ut'op_hagiy Autqphagy (% of alteration and method Treatment Cells Data Ref
nhibition inhibitor used) lacking
Cell
LLca sﬁgﬁ | Atg5 ShRNA-|Senesc - IMR90 number
conversion (wb) Atg7 20% (bgal);™ 5% BrdU Ras overexpressio _ diploid and cell 13
ShRNA Atg7 shRNA -| Senesc - fibroblasts death
18% (bgal) assays
. L Cell
UV irradiation and
- 0 -
1 18% (AO Alg7 ggr?gsc o (fillfjb(t(); 1:;) pLE-CycE (a _| NCLH1208 | JUTSL |
G cytom.) shRNA ! L {bg product of cyclin E | Lung cancer
Surviving Fraction death
E ! 9 cleavage)
assays
N 140 w138 Cell
E | LLCSI AlgS ’[‘lPSrglri]fisrgﬁvichl)lg?%%P H202 human number | o
conversion (wb) shRNA (BrdU) 0 diploid and cell
T fibroblasts death
| | Atg5 shRNA -
C 146% (AO Atg5 Atg5 shRNA -|Senesc - 8% MCF7 Cell
cytom.) shRNA (bgal) Adriamvein human number 8
Atg7 shRNA - Atg7 Atg7 shRNA -|Senesc - y breast and cell
153% (AO shRNA 12% (bgal) cancer death
cytom.)
MCF7 Cell
1 30% (AO Atg5 a0 . . human number
cytom.); T p62 shRNA |Senesc - 9% (bgal) Cisplatin breast and cell 8
cancer death

*some papers did not quantify some experiments to proof autophagy inhibition, only including western blot.

Abbreviations AO: Acridine Orange (AO) assay; wb: western blot; Cytom.: flow cytometry; Microsc.: microscopy; PreT:

pre-treatment, Senesc - senescence; CC - cell cycle; Apo - apoptosis; Necr - necrosis
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The complete evaluation of cell death mechanisms after autophagy inhibition in basic
research may also provide important insights concerning the therapeutic potential of new
drugs or cocktails for cancer. For instance, the imidozoacridinone C1311 induced similar
levels of autophagy in two human lung cancer cells lines. Inhibition of autophagy, however,
triggered apoptosis in one cell type (A549 cells) but necrosis in the other one (H46& cells)

If these results were corroborated in pre-clinical tests, inhibition of autophagy should not be a
good approach for various types of cancers, since necrotic cell death is correlated with poor
prognosis'®? This aspect is also important because autophagy inhibition has emerged as an
alternative to increase the toxicity of chemotherapedfjoshich has propelled some clinical

trials to test CQ and HCQ in combination to other chemotherap&ufidaus, the complete
characterization of the effect of autophagy inhibition in cancer cells, as suggested here, may
permit the rational design of therapeutic combinations in an attempt to improve the efficacy of
treatments and avoid unexpected side effects.

Despite great advances in recent years, the role of autophagy in several mechanisms
and responses of eukaryotic cells is far from clear. If, in one hand, the interplay between
autophagy and apoptosis is well characterized, on the other hand the effect of autophagy on
cell cycle dynamics and senescence remains very obscure, as recently’s@iteck these
mechanisms seem to be involved in several contexts in human health and disease, it is
plausible to assume that the connection between them will be extensively explored in the
coming years. Due to this, it is important to carefully plan basic investigations concerning the
role of autophagy on senescence and cell cycle, to avoid misinterpretation of data that could
undermine the advances concerning the therapeutic use of this connection.
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CAPITULO V

KINETIC ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL ALTERATIONS IN
DNA DAMAGE-INDUCED SENESCENCHN VITRO

APRESENTACAO

A anadlise de senescéncia in vitro é limitada. O principal marcador utilizado € o
aumento da atividade da enzifdgyalactosidase acida associada a senescénci@-(ga)-
Outras alteragBes morfoldgicas também sdo evidenciadas, como aumento das &reas nuclear e
celular, bem como surgimento de prolongamentos e surgimento de foci intranucleares de

heterocromatina associados a senescéncia.

Com o desenvolvimento da Analise Morfométrica Nuclear (NMA), apresentada nos
capitulos | e Il da presente tese, e utilizacdo do NMA no capitulo IV, nés observamos a
dindmica de alterag&o nuclear ao longo do desenvolvimento de senescéncia. Dessa forma, nos
sugerimos neste comentario que a marcagdo con-§#-pode gerar resultados falso-
negativos, uma vez que é um marcador tardio da senescéncia celular. Por outro lado, o
aumento do tamanho nuclear € uma alterac&o inicial neste mecanismo. Aqui, discutimos as
alteracbes morfologicas e moleculares que ocorrem ao longo do tempo durante o

estabelecimento da senescéncia.

Este comentario serd submetido a revista Agingrodibrmato de short take



114

KINETIC ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL ALTERATIONS IN
DNA DAMAGE-INDUCED SENESCENCHN VITRO
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Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

Abstract

The irreversible cell growth arrest that characterizes senesceninceiso is accompanied

by morphologic, molecular and metabolic alterations. However, the kinetics of occurrence of
these alterations is not clear. Here, we assessed the proliferative capacity, cell area, nuclear
area and morphometry, cell cycle, the activity of [Fgal and levels of key proteins related

to senescence and cell proliferation over a period of 7 days. We found that nuclear
enlargement, which highly correlated with cell enlargement, occurs early after DNA damage,
while levels of p21 and SA-gal, in turn, increased later. Despite differermetics, all
markers highly negatively correlated with Cumulative Population Doubling growth curve. We
also discuss the key aspects of the main senescence markers as well as its capacity to
differentiate transitory cell cycle arrest from senescence. After a thorough review, we found
that morphological alterations (nuclear and cell enlargement and SAHF formation) are the
most specific markers to distinguish senescence from transitory cell cycle arrest. At last, we
reinforce that the planning of senescence studies may lead into account both the specificity
and the kinetics of senescence hallmarks to avoid false results of data misinterpretation.

Key words: Senescence; SB-gal; nuclear morphometry; p21; cell area; nucleaaa

Somatic cells stop their proliferation in response to stressful conditions and enter in a
senescent state, which is accompanied by morphologic, molecular and metabolic alterations
(Cho et al. 2011; de Jesus & Blasco 2012). Senescence occurs due to cell aging or after
induction through stimuli that normally include DNA damage, such as cell replication,
genomic injury, increase of ROS or oncogene overexpression (Kuilman et al. 2010; Rodier &
Campisi 2011). However, senescence can be induced even in the absence of detectable DNA
breaks like after ATR activation (Toledo et al. 2008), PI3K-Akt overactivation (Astle et al.
2012), adenovirus infection (Fragkos et al. 2009) or pharmacological treatments (Pospelova et
al. 2009; Zamin et al. 2009; Filippi-Chiela et al. 2013). Senescence has a primary role in
aging and cancer suppression (Rodier & Campisi 2011), and has gain some attention in
neurodegeneration (Luo et al. 2010), cardiovascular diseases (Kovacic et al. 2011) and cancer
(Collado et al. 2007; Campisi 2013).

In general, senescence (Table 1) is characterized by the arrest of population growth,
which can be accessed through growth curves that consider the proliferative capacity of cells.
In vitro, senescent cells present extensions, become enlarged, flattened and presented enlarged
nuclei, which highly correlated with loss of proliferative capacity (Mitsui & Schneider 1976).
They also present Senescence-Associated Heterochromatin Foci (SAHF) (Narita et al. 2003)
and foci of histongH2A.X, a marker of DNA damage (Zhang et al. 2005pd&yama 2007).
Molecular markers include mediators of stress response such as p53 (Bond et al. 1994;
Serrano et al. 1997) andH2A.X (Wang et al. 2009), hipophosphorylated Retlastoma
protein (pRb) (Shi et al. 2013) and inhibitors of CDKs or cyclin-CDKs complexes (Kuilman
et al. 2010), mainly p21 (Tahara et al. 1995; Brown et al. 1997) and p16(INK4a) (Afshari et
al. 1993; Serrano et al. 1997; Krishnamurthy et al. 2004). Metabolically, senescent cells
accumulate the Ilysosomal enzyme beta-galactosidase (Senescent-Associated beta-
Galactosidase, SB-Gal) (Dimri et al. 1995).
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telomeres shortening), as
well as being activated by
ROS or oncogenic activation.

catastrophe) (Fragket al.2009);
increase transiently after DNA
damage, followed by a long term
reduction (Fig. S1A). P21
suppresses radiation-induced
H2A.X phosphorylation (Gabat
al. 2010).

ASSAY Q S %EJ Aggg%g;i@? FALSE NEGATIVES FALSE POSITIVES
Despite 2ACPD that suggests
senescence after a treatment (T), the
averaged\CPD can be composed
by a subpopulation of proliferative
Number of cells has to cells (T.1,ACPD+), and another ) ) )
C stabilize and time to subpopulation that dies after ~ High proportion of quiescent
E duplicate the population has ~ treatment (T.2ACPD-). The cells, which can remain
L b g presence of T.1 and T.2 arrested at the cell cycle for a
to increase. It is important to ! ; .
L keep in mind that the time  SubPOpulations can be elucidated by long term but without
CPD or necessary to reach the BrdU and specific cell death assays. entering senescence (e.g.
PDT + ++ S differentiated cells or cells
G stabilization of cell number exposed to stressful
varies depending on the cell :
R . environment).
type and the inducer of h
O senescence, and may take up A stable propor_tlon of cell
W t0 30 weeks (Dulit al. death that'mamtams the
T population stable.
H 2000).
P21-independent senescence qggic(;%nct(reoéi:srtﬁlriﬂtgh
(Pant(;Jla%gg)rrzzghlzgigroﬂn suppression of CDK2 activity
P21 is a major Cyclin- ove'rex reésion in murine at the end of M phase
p21 dependent Kinase Inhibitor fibroblasts (fr fibroblasts expressing (Spenceet al.2013). It also
. + (CKI) induced during G1, S 3 . can reach maximum levels
Increase or G2/M cell cycle arrest and I:vz\lg lcgfgégggg :kgfgggleiien early during cell cycle arrest
senescence. ; . (i%Iajeskiet al.2002; Liet al.
establishment (Alcortat al. 1996; 2012) and also increases
Robles & Adami 1998; Goodwiet during transient arrest
al. 2000). (Barnouinet al.2002).
P16 is a major CDK4/6
inhibitor induced during G1
cell cycle arrest and . .
senescer):ce. It is induced by There is some pl6-independent
telomere dysfunction (Jacobs mgCh"’.‘n'SmS Or: senﬁscenﬁe
& de Lange 2004) but n u_ctlon, such ast roug
increases only after p21 in chromatin remodeling (Priewt al.
) p16 + replicative senescence 2011) or n OIS induced by None found
increase (Alcorta et al. 1996; Steiret overexpression of Raf-1 (Olsen
al. 1999) l\iot cor’nmonl al. 2002). Transiently induced after
exbressed by quiescentyor ionizing radiation, which induces
differentiated cells (Alcorta seneusscueglil eirg\é\::gg 'azgg?h;m
et al. 1996; Hareet al. 1996;
'(\)/I Serrancet al.1997; Steiret
N al. 1999).
E RB is a key controller of cell Fully reduced with only 24h
c cycle through binding to E2F of serum deprivation (Gaet
U transcription factors, which al. 2004; Johnsoet al.2010)
are fundamentalto G1to S . . or after cyclin D-CDK4/6
II& RB and G2 to M transitions, and Dcesggke ?ﬁ:?g geknegsgzgq&og;?tbf inhibition (Fry et al.2004),
R hipo h + DNA replication. When inducegin a I’?b—inde endent wa which lead to transitory G1
pOPA. hiphosphorylated, pRB stays (Lehmanret al 2%08) Y arrest. A conflicting context
bound and inhibiting E2F, ' ’ with high levels of
blocking cell cycle hyperphosphorylated in
(Weinberg 1995; Tallurét senescent cells has being
al. 2010). described (Dulieet al.2000).
Transiently induced after
DNA damage, followed by
Increase already 24h after DNA repair and no cell death
adenovirus infection, without or proliferation arrest (Huet
inducing DNA damage. It is al. 2011). Transiently
dispensable to AAV-foci formation  induced early after TRAIL
H2A X histone is the initial and maintenance and for Chkl treatment (Solieet al.2009).
) increment, but is important for p21 Increase in response to
ggAe?\?)T:%eNsAe?ns'g: (fgrr increase and CC arrest (absence of alterations in NaCl
yH2A.X + + 9 Jury H2AX lead to cell death by mitotic concentration and DNA

damage in proliferative cells

(Dmitrieva & Burg 2004;

Dmitrievaet al.2004) and
early after adenovirus
infection (Fragkost al.

2009). Stainsn

cardiomyocytes from

cardiomyopathy (Siggeret

al. 2012).
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(Table 1 - continuation)

AS?AY Q S IE:EJ A%gg.?ggrss.r@\? FALSE NEGATIVES FALSE POSITIVES
Marks positively to cells
contact-inhibited or starved
M from serum for 2 days
E (increase from less than 10%
T SA-B-Gal is a lysosomal to 60% and 100% of
A enzyme increased in None found positively stained cells,
B | SAB-Gal + ++ senescent cells, both in vitro respectively; subculture of
(0] and in vivo (Dimriet al. confluent cells reduced the
L 1995). percentage of staining to
| control levels) (Yang & Hu
C 2005); marks cells with
increased lysosome mass
(Kurz et al.2000).
Occurs even in the absence
of DNA breaks, as shown 3d
after Sodium Butyrate
treatment (Pospelowet al.
M 2009), 10d after
Nuclear overactivation of PI3K/Akt
0 Enlarg. i pathway (Astleet al.2012) None found None found
R and 4d after adenovirus
E infection (Fragkost al.
2009) which also induced
0o senescence. Not describdad
L .
o vivo. '
G Does not occur in rfever5|ble
| arrested cells(Naritat al.
C| SAHF - ++ 2003); itis dispensable for None found None found
senescence (Kosat al.
2011). Also occurs in vivo
(Braig et al.2005).
Cell ++ Not describeéh vivo. None found None found
Enlarg.

*Abbreviations Q = QUIESCENCE; S = SENESCENCE; CPD, Cumulative Population Doubling; PDT,
Population Doubling Time; Hipoph, hipophosphorylation; B#&al, Senescence-Associated Acid Beta-
Galactosidase; Nuclear enlarg. and Cell enlarg., nuclear and cellular enlargement, respectively; SAHF,
Senescence-Associated Heterochromatin Foci.

However, few of these features are exclusive of senescent cells, challenging the
distinction between senescence and transient cell cycle (CC) arrest (Blagosklonny 2011). Cell
cycle distribution with propidium iodide or BrdU staining, for instance, do not allow this
differentiation, since cells can enter in quiescence in any phase of CC (Wei et al. 1993) and
both quiescent or senescent cells do not replicate the DNA. Growth curves, on the other hand,
are fundamental to define senescence, but it is important to keep in mind that they represent
an average of single cells (Table 1 - insert). Cellular and nuclear enlargement and SAHF
formation seems to be the most specific markers to define senescence. Cells increase their
area and nucleus during CC, but the nuclear area of quiescent fibroblasts is similar to those
from G1 cells, while senescent cells enlarged it (Maeshima et al. 2006; Maeshima et al. 2010;
Maeshima et al. 2011). Similarly, quiescent cells reduced the metabolism and cellular
functions but do not increase cell size, in opposite to senescent cells (Blagosklonny 2011).
Molecularly, the assessment of p21 or p16 levels can also lead to false results, the same
occurring to SAB-gal despite its specificity and wide use (Table 1).

With this in mind, we performed the kinetics of senescence markers in human U87
glioma cells treated with the genotoxic agent Temozolomide (TMZ), which we and others
have shown as inducing senescence (Hietsd. 2005; Filippi-Chielat al. 2013). Cells were
treated for 3h with TMZ 10QM, followed by replating in Drug-Free Medium (DFM) (Fig.
S1A). After 3, 5 and 7 days we assessed the levels ofyp2A.X, pCdc2(Y15), cyclin D
and pH3(S10) (Fig. S1B), Cumulative Population Doubling (CPD) (Fig. S1C), CC
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distribution (Fig. S1D), cell and nuclear area (Fig. S1E),ps#&! (Fig. S1F), and nuclear
morphometry (Fig. S1G).

We next defined thCPD, i.e. the variation of CPD for each interval of analysis,
which represents the proliferative capacity of a given population (the closer the averaged
ACPD to zero, the higher the probability of an arnestell proliferation — see insert in Table
1). ACPD confirmed the high reduction of population giodwbm day 3 onwards. In contrast,
the averaged CPD to control cells was 0.82 during the same pgnotl shown) Senescence
markers increased with different kinetics over 7 days (Fig. 1A). Nuclear area and cell area
were altered with high correlatiom=0.95), as previously observed in yeastO(77). The
'karyoplasmic ratio' (nuclear arpar cell area ratio) varied from around 6 to 8%, as showed
by others (Jorgenseat al. 2007; Neumann & Nurse 2007), reaching around 5% at day 7 (Fig.
1B). The percentage of large and regular (LR) nuclei and the fold of increase in nuclear and
cell area increased early after DNA damage while p21 anfl-§&-increased later (Fig. 1A).
Despite presenting different kinetics, all senescence markers presented high correlation with
ACPD (Fig. 1C). Similarly, in a model of senescentguced by DNA damage in breast
cancer cells, cell enlargement occurred early, whileBSf increased only from day 3
onwards (Cho et al. 2011). Thus, it is plausible that this kinetic occurs in general in DNA
damage-induced senescence. Furthermore, around 44% of late passage C6 glioma cells
(LPC6), which present typical metabolic markers of cell aging (Patkak 1980), presented
enlarged nuclei, in comparison to only 4% in early passage C6 cells. On the other hand, the
percentage of SB-gal cells was around 19% to LPC6 cells, which also presented increased
cell area (Pereir@t al. 2014). This is in agreement with our hypothesis that nuclear and
cellular enlargements are initial markers of senescence.

In this sense, it is fundamental to keep in mind that cells can take several days to reach
a full senescent phenotype (Stein et al. 1999), so that the experimental designs in senescence
requires a careful planning. For example, if we had stopped our analysis at day 3 and assessed
only CPD, SAB-gal or p21 levels we could erroneously assume that TMZ induced cell cycle
arrest and only a slight increase in senescence (Fig. 1D). This would also occur to others
(Huanget al. 2009; Cho et al. 2011). Moreover, some molecular markers, including p21,
decline after senescence establishment, as well as some stimuli induce p21- or pl6-
independent senescence (Table 1). In fact, the molecular definition of senescence is complex.
Based on a cell population model and mathematical estimations of sendsaetess et al
found that the best combination to predict senescence was the number of Ki67-negative cells
containing 5 or moreH2A.X foci (Lawlesset al. 2010).

Thus, none of the abovementioned markers ensure senescence alone (Severino et al.
2000; Yang & Hu 2005), so that senescent markers may be evaluated in an integrated manner
to avoid false results or data misinterpretation. We suggest that authors assess, in addition to
growth curve, nuclear parameters as early alterations anfl-g@\-as a late marker of
senescence. Molecularly, p21 and p16 are the most valuable markers, but authors need to keep
in mind the variations that can occur in them during senescence establishment.
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Figure 1 Kinetics of senescence markers after DNA damage. (A) Kinetics of senescence hallmarks in U87
glioma cells treated with TMZ as shown in Fig. S1A. Color diamonds represent the delta Cumulative Population
Doubling (ACPD) for each interval of CPD curve with similar colaCPD was multiplied by 100 to facilitate

data visualization (real values were 0.6, 0.25 and QB).(Nuclear area) / (cell area) correlatidrgttom -
percentage of nuclear area in relation to cell gi@pPearsoncoefficients concerning the correlation between
markers withACPD (Box 1), % of SA3-gal cells (Box 2), and p21 levels (Box 8R) Top - representative

increase of cell and nuclear area (representative of the real fold of increase, in scale). Blue region represents the
positive staining for SA-gal in percentage concerning the real valBegtom— number of senescent cells (S)

based in each marker (% of LR nuakei% of SA$-gal+ cells); P = proliferative cells.
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SUPPLEMENTARY FIGURE

Supp. Fig. 1DNA damage induced by TMZ in glioma cells. (A) Cells were treated for 3h with TMZ.000

followed by replating in Drug-Free Medium (DFM). (B) At days 3, 5 and 7 we assessed p21, pCdc2 (Y15),
yH2A.X (S139), cyclin D1 and pH3 histone(S10) levels through western blot. (B) Cell cycle distribution at days

3, 5 and 7, and we measured the percentage of multinucleated cells. (C) Number of cells was acquired to the
determination of cumulative population doubling (CPD), as described in material and methods. (D) Cell cycle
distribution and % of multinucleated cells. (E) Cell and nuclear area. Values are given as fold of increase in
relation to control. (F) Cells were also stained for [Bgal. Numbers represent the percentage offSysl-

positive cells. (G) Data from Nuclear Morphometric Analysis are shown as a contour plot. Nuclear areas (NA)
were defined based on the average of normal nuclei and thresholds determined by average area+2SD (NAL),
2SD to 4SD from the average (NA2) and more than 4SD from the mean (NA3). NIl represents the index of
nuclear irregularity, as a measurement of nuclear morphometric alterations that occur overtime. Values on heat
maps legends represent the number of cells. * p<0.05; *p<0.01, ***p<0.001 in relation to control.
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SUPPORTING INFORMATION - EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell culture and treatments

Human GBM cell line U87 stably expressing the autophagic marker GFP-LC3 was
kindly provided by Carlos F. M. Menck (University of Sdo Paulo, Brazil). Cells were cultured
in DMEM low glucose, supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin and 0.1%
amphotericin B at 37°C/5% CO2 in a humidified incubator. Culture materials were obtained
from Gibco Laboratories (Grand Island, NY, USA). Temozolomide was purchased from
Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). The drug vehicle DMSO never exceeded 0.5% (v/v).

Cumulative Population Doubling (CPD)

For cumulative population doubling (CPD), cells were treated with TMZuM®or 3
h, followed by two washes and cell replating in Drug-Free Medium (DFM). After 3, 5 and 7
days in DFM cell number was determined and CPD was calculated as described previously
(Zamin et al. 2009), through the equation PD = [M()-logN(to)])/log 2, whereN(t) is the
number of cells per well at time of count, ax@o) is the initial number of cells. The sum of
PDs was then plotted versus time of culture.

Western Blot

Protein expression and phosphorylation analysis was performed as described (Zamin
et al. 2006; Zamin et aR009), with minor modifications. Primary antibodies were purchased
from Cell Signaling, Beverly, MA.

Cell Cycle Analysis

For cell cycle analysis, cells were treated, followed by two washes and cells replating
in DFM. After 3, 5 and 7 days in DFM, cells were harvested and fixed in ice-cold ethanol
70% (v/v in PBS) for at least 2 h. Fixed cells were washed with PBS and marked with a
solution containing 5@g/ml Propidium lodide, 0.1% Triton X-100 and p§/mL RNAse for
30 min, in the dark, at room temperature. Marked cells were analyzed using the flow
cytometer GUAVA EasyCyte software to evaluate DNA content of cells and, thus, cell cycle
distribution of samples.

Senescence-associated beta-galactosidase {5gal or p-gal) assay

Cells were treated, washed twice with PBS and replated at a density of 2 x 10
cells/well, in a 12-wells plate. At the indicated time, cells were tested for senescenceefDimri
al. 1995). Briefly, cells were washed with PBS, fixed with 2% paraformaldehyde for 30 min
at room temperature and incubated with fresh SA-beta-gal staining solution (1 mg/mL X-gal
(Sigma), 40 mM citric acid/sodium phosphate (pH 6.0), 5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM
potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, and 2 mM Mg@br 8 h at 37°C. After, cell nuclei
were stained with DAPI 300nM for 30 min in the dark. Results are presented as ratigof SA-
gal-positive cells to total cells, for at least one hundred cells per treatment per experiment.

Nuclear Morphometric Assay (NMA) and Contour Plot for NMA

Nuclear morphometry was analyzed using a tool developed by our group (Filippi-
Chielaet al. 2012). Briefly, cells were treated with TMZ , fixed with 2% paraformaldehyde
(v/v in PBS) for 30 min at room temperature and marked with DAPI 300 nM for 30 min at
room temperature, followed by quantification of DAPI-stained nuclei using the Software
Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) or Image J plugin available at
www.ufrgs.br/labsinal/nma. Data are presented as a plot of Area versus Nuclear Irregularity
Index (NII). Here, we also present a new, alternative presentation of NMA data through a
contour plot graph using SigmaPlot (Systat Software, Inc., CA, USA).



121

Nuclear and Cell Area Measurement
Nuclear and cell area were measured using the Image Pro Plus 6.0 Software through
the magic wand tool to outline cells and nuclei to at least 50 cells per experiment.

Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted by TTEST for single comparisons of at least three
independent experiments; ‘p’ value under 0.05 was considered significant. Correlation
analysis was done using Pearson correlation using the PASW Statistics 18.
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RESUTADOS ADICIONAIS E DISCUSSAO INTEGRADA

A presente tese teve, como um dos objetivos centrais, avaliar o papel da autofagia na
senescéncia induzida por dano ao DNA. Para isso, utilizamos células de gliomas tratadas com
TMZ como modelo, levando em conta ainda a inducdo de morte celular neste contexto e apés
modulacdo da autofagia. Embasando o presente estudo e corroborando a importancia do
estudo da interacdo entre autofagia e senescéncia, no inicio d&@@tiz ressaltou que
"nenhum trabalho apresentou acompanhamento temporal completo de autofagia e senescéncia
induzidas por um determinado estimulo”, bem como que "nenhum trabalho provou
definitivamente que a senescéncia € estritamente dependente de autofagia prévia" (Gewirtz,
2014).

A partir dos resultados obtidos no capitulo Il e incorporando os conceitos debatidos
nos Capitulos IV e V, trés hipoteses principais foram geradas na tentativa de explicar os
mecanismos que medeiam a interacao entre autofagia e senescéncia celular a partir do dano ao
DNA, considerando ainda a inducdo de morte celular neste config¢}tgpotese oxidativa,
que sugere um papel central de espécies reativas na resposta ;a(iifMZipotese
Mitocondrial, que coloca as mitocondrias como componentes centrais na resposta; & TMZ
a (iii) Hipdtese da Proteina Atg5,a qual descreve um possivel papel da proteina Atg5 na
modulacdo de autofagia, senescéncia e apoptose induzidas porESMEZ hipdteses serdo
discutidas abaixo, juntamente com alguns resultados adicionais e outras sec¢6es discutindo os
principais resultados obtidos no trabalho. Cada secdo apresenta um resumo e, as secdes
referentes as hipoteses, apresentam as perspectivas.

I. A Hipotese Oxidativa

Resumo
TMZ induz, concomitante ao dano ao DNA, aumento dos niveis de ROS, os quais

medeiam a auiofagia e/ou a senescéncia induzidos pelo agente alquilante.

No Capitulo Il da presente tese demonstramos que o tratamento agudo com TMZ
disparou autofagia cronica transiente e senescéncia a longo prazo em células de glioma. Este
efeito foi acompanhado por uma ativacdo também transiente das vias AMPK/UIkK1 e p38
MAPK, enquanto a via Akt/PI3K/mTOR foi reprimida cronicamente.

Diversos trabalhos tém demonstrado que indutores de dano ao DNA exercem
toxicidade ndo apenas através da lesdo ao genoma, mas também através da producdo de ROS
(Li et al., 2001; Bito et al., 2010; Karej al., 2012; Lv et al., 2013). O mecanismo pelo qual
estes agentes fazem isso, porém, é pouco conhecido, mas parece envolver a ativagdo da
proteina Nox1l (NADPH-oxidase 1), uma das principais mediadoras intracelulares da
producdo de ROS, pela proteina H2A.X (Kang et al., 2012). As espécies reativas podem
alterar componentes celulares incluindo mitocondrias, membranas celulares, proteinas e o
proprio DNA. Neste contexto, autofagia € fundamental para eliminacdo de organelas e
proteina oxidadas com o objetivo de manter a homeostase celular e impedir uma
retroalimentacao positiva de geracdo de ROS e aumento do dano celular (Scherz-Shouval &
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Elazar, 2009). Da mesma forma, células em processo de senescéncia induzida por diferentes
mecanismos, como replicagdo, superexpressdo oncogénica ou outros tratamentos

farmacolégicos como Resveratrol, também apresentam producdo aumentada de ROS em
algum momento do processo, usualmente anterior a parada na proliferacaéb gL.e&999;

Colavitti & Finkel, 2005; Heis®t al., 2007; Kuilman et al., 2010). Na senescéncia induzida

por superexpressao de oncogenes, por exemplo, ROS exerce papel cength(l.€£999).

Além disso, aumento de ROS pode levar a ativacdo de AMPK, independente do estado

energético celular e da razdo AMP/ATP. Da mesma forma, entre as consequéncias do

aumento de ROS intracelulares estdo o disparo da autofagia e a senescéncia.

Assim, testamos a hipétese de que TMZ estaria induzindo, além da DDR, aumento dos
niveis intracelulares de ROS, e que estes poderiam estar mediando o efeito da TMZ. De fato,
TMZ induziu um aumento transitorio dos niveis intracelulares de ROS com pico no D3, como
avaliado pela oxidacdo da molécula DCF e citometria de flixgura 9A). A supresséo do
aumento de ROS utilizando o antioxidante N-acetilcisteina (N@&@ura 9A) reduziu a
porcentagem de células autofagi¢Bgura 9B e 9C)e restaurou parcialmente a capacidade
proliferativa das célulagFigura 9D). Corroborando estes dados, a porcentagem de células
senescentes também foi reduzida com a supressao d¢FROE& 9E), sugerindo que ROS
tem um papel importante na inducdo de autofagia e senescéncia induzida por TMZ em
gliomas. Similar aos nossos resultados, em células de cancer de mama MCF7 o tratamento
com Doxorubicina (Doxo), inibidora de topoisomerase Il que leva a quebras no DNA, induziu
autofagia e senescéncia em 72h de tratamento, e NAC também reduziu parcialmente a
inducdo de ambos os mecanismos (Gaahed., 2012). Dessa forma, a resposta integrada de
DDR e aumento de ROS parece ser responsavel pela inducédo de autofagia e senescéncia apos
tratamento com diferentes tipos de indutores de dano ao DNA.

Quando analisamos o0s niveis de ROS em células expostas ao cotratamento de
RAPA+TMZ, o qual aumentou a entrada em senescéncia e acelerou o aumento de p21 se
comparado a TMZ sozinha, nés observamos que o cotratamento induziu niveis ainda maiores
de ROS no dia 3 comparado a TNE&igura 9F), reforcando a hipotese de que ROS atue
como intermediario da inducdo de autofagia e senescéncia por agentes indutores de dano ao
DNA. Neste sentido, é plausivel assumir que, no contexto do cotratamento de TMZ+RAPA, o
aumento de ROS, em cooperacdo com a inibicdo de mTOR, esteja envolvido no aumento da
autofagia e senescéncia induzida pelo cotratamento TMZ+RAPA.

Além disso, a cinética de inducdo da proteina p38 MAPK, importante sensor de
estresse celular, foi muito semelhante a curva de inducédo de ROS, com pico no dia 3 seguido
de reducdo. De modo similar, o tratamento de fibroblastos humanos dipléides W138 com
H,O, disparou ROS e ativou p38. Ainda, estas células aumentaram a expressao de Atg5, a
qual mediou tanto o aumento da autofagia quanto o aumento de p21, levando a senescéncia
celular. Neste modelo, entretanto a inducéo tanto de autofagia quanto de senescéncia ocorreu
de maneira mTOR-independente (Luo, 2011), o que ndo pode ser afirmado para 0S nossos
dados. Porém, a favor destes resultados, aqui observamos que a autofagia e ROS seguem uma
cinética muito semelhante a das vias AMPK/UIk1 e p38, mas ndo a cinética de inibicdo de
MTOR, j& que no dia 4 ocorreu a reducdo orquestradas da autofagia mesmo no contexto da
forte supresséao da via Akt/mTOR. Por outro lado, mTOR apresenta uma cinética de repressao
que se assemelha muito a inducéo de senescéncia.
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Figura 9 - Mecanismo de acdo da TMZ testado para a hipétese oxidativa - ROS exerce papel na
autofagia e senescéncia induzidas por TMZA) Topo - Células U87 GFP-LC3 foram tratadas com

TMZ 100 uM por 3h, seguido do replagueamento em Meio Livre de Droga (DFM). Nos intervalos
indicados, células foram tratadas com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC), 18aMo - niveis de

ROS totais medidos pelo ensaio de DCF; basicamente, células foram recolhidas, lavadas 1x com CMF1x
e incubadas com 1 de DCF em CMF1x, por 30 min, a 37°C, seguido da leitura em citdmetro de
fluxo. Nimeros em preto: porcentagem de células positivas; Em vermelho: intensidade de marcagdo com
DCF em relacdo ao controle (médiaterro padrdo); *p<0.05, *p<0.01 e ***p<0.001 com relagdo ao
controle; “p<0.05, #p<0.01 e*p<0.001 em relagdo & TMZB) Porcentagem de células GFP-LC3
positivas ao longo do tempo. *p<0.05, **p<0.01 em relagdo a T{@J.Marcacdo com laranja de
acridina. nameros representam os dias de and®e.Population Doubling Cumulativo. *p<0.05,
**p<0.01 em relagdo a TMZE) Porcentagem de células positivas para a marcagéo coprgalhapds

5d e 7d. **p<0.01 em relacdo a TMZ) Células foram pré-tratadas por 24h com RAPA 100 nM
seguido do tratamento com TMZ 1AM por 3h. Apds, células foram replagueadas em DFM. Nos dias 3,

5 e 7 os niveis de ROS intracelular foram medidos por DCF.
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A regulacdo da autofagia por ROS é complexa e envolve a ativacao de diversos genes
autofagicos, como resumido de maneira completBigniara 10. O aumento de ROS causa a
ativacdo da via AMPK(Figura 10 - quadro vermelho),o que pode ocorrer de maneira
independente da razdo AMP/ATP (Emerligeigal., 2009; Mungaét al., 2011). E através da
via ROS-AMPK—Autofagia que ocorre parte da autofagia induzidamhera privacao de
nutrientes (Liet al., 2013). Dessa forma, é plausivel assumirmos que a ativacdo de AMPK por
TMZ tenha ocorrido, ao menos em partes, em funcdo do aumento de ROS. A ativacao
sustentada de AMPK apods dano ao DNA também foi observada em células epiteliais expostas
a HO, (Yao et al., 2013), em um mecanismo que envolve ativagdo do eixo H2A.X/ATM e
aumento de ROS, disparando autofagia de maneira mTOR-independente (Singh et al., 2012).
Neste mecanismo, pode-se ainda ter uma retroalimentacdo positiva, em que ROS ativa ainda
mais a via de DDR envolvendo ATM/LKB(Figura 10 - quadro cinza) o que poderia
explicar os efeitos cronicos apds exposicdo aguda a indutores de dano ao DNA. Neste
contexto, autofagia parece ser fundamental a eliminacdo de componentes celulares
danificados, gerando um contexto permissivo a entrada em senescéncia a longo prazo e
evitando apoptose nestas células.

Outra ligacdo importante entre ROS e autofagia ocorre através da via de proliferacdo e
sobrevivéncia celular PI3K/Ak(Figura 10 - quadro preto) ROS pode atuar inibindo a
proteina PTEN, principal proteina repressora da via PI3K/Akt, levando a ativacdo da mesma
e, potencialmente, a proliferacdo celular. Porém, as células U87 sdo mutadas para a proteina
PTEN, de modo que a reducédo da via PI3K/Akt observada aqui deve ser mediada pela DDR
com supressao de mTORC2, e nédo pelo efeito de ROS sobre a proteina PTEN.

E, finalmente, um dos mecanismos mais complexos e interessantes na interacdo entre
ROS e autofagia envolve a proteina Afgdgura 10 - quadro amarelo) Em condicdo de
privacdo de nutrientes, ROS medeiam, pelo menos parcialmente, a ativacdo de autofagia.
Porém, ROS também inibem a proteina Atg4 neste contexto, a qual exerce um papel
complexo no processo autofagico. Atg4 € uma protease que esta envolvida tanto na clivagem
da pro-LC3 recém sintetizada em LC3 |, a qual é posteriormente lipidada para gerar a forma
LC3 Il quando da ativacdo da autofagia. Porém, Atg4 também esta envolvida em remover o
fosfolipideo fosfatidiletanolamina (PE) da LC3 Il, suprimindo a propriedade desta de se ligar
no fagéforo e mediar o recrutamento de componentes celulares e fechamento do
autofagossomo (Scherz-Shouwl al., 2007). Durante a privacdo de nutrientes ocorre a
formacéo de autofagossomos e aumento da forma lipidada de LC3, porém, este aumento nao &
devido a0 aumento da expressdo desta proteina. Na verdade o que ocorre é que ROS
estabilizam LC3 Il por inibicdo direta de Atg4, fazendo com que Atg4 ndo remova o PE da
LC3 Il. Dessa forma, a via 'privagdo de nutriertd80S—inibicdo de Atg4d—aumento de
LC3 ll—autofagia € complementar a ativacdo de AMPK na i&dwe autofagia por ROS.
De fato, n0s observamos niveis aumentados de LC3 Il no dia 3, simultaneamenre ao pico de
ROS. Entre os dias 3 e 5, por outro lado, tanto ROS quanto os niveis de LC3 Il despencaram,
talvez pela de-represséao da proteina Atg4.
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Figura 10 — Alvos regulados por ROS em autofagi@ mecanismo de autofagia é regulado por

ROS tanto diretamente (sobre proteinas Atg efetoras das etapas do processo) quanto indiretamente
(por modulagdo das vias de sinalizacdo que modulam os complexos e proteinas envolvidos no
mecanismo de autofagia propriamente dito). Os principais pontos de regulacdo de ROS em
autofagia discutidos na tese estdo marcados: vermelho - AMPK; cinza - via DDR envolvendo
ATM/LKB1/AMPK; azul - moduladores do complexo iniciador da autofagia, o Complexo PI3K;
verde - BNIP3; amarelo - Atg4. Em roxo é mostrado o efeito inibitério que autofagia exerce sobre
os niveis de ROS intracelulares. Através da autofagia, componentes celulares defeituosos e
potencials origens de ROS, como mitocondrias, sdo eliminados. Modificadbedaterplay

between ROS and autophagy in tumorigen@&imgara & Karantza, 2012).

Perspectivas

- Investigar qual molécula reativa estd aumentada nas células tratadas com TMZ.
- Testar se este mecanismo ocorre também para outros indutores de dano ao DNA e em outros

tipos tumorais, bem como por outros mecanismos de indugdo de senescéncia.
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ii. A Hipétese Mitocondrial

Resumo
O aumento de ROS ou dano ao mtDNA induzidos pela TMZ poderiam gerar um ciclo
vicioso de dano oxidativo celular, levando a alteracbes na rede mitocondrial por disparo de

mecanismos compensatorios ou mitofagia (Figura 11).

Entres os alvos de ROS com maior impacto a homeostase celular estdo as
mitocOndrias. A injuria oxidativa pode resultar em alteracées na permeabilidade da membrana
mitocondrial, desacoplamento da cadeia respiratéria e dano ao DNA mitocondrial (MtDNA)
(Lenazet al., 2002; Lenaz, 2012). Estas alteracdes podem levar ao aumento da producao de
ROS em uma retroalimentacdo positiva. Em casos mais severos de injuria mitocondrial, ao
extravasamento de moléculas exclusivamente intramitocondriais para o meio intracelular,
especialmente citocromo C, disparando morte celular apoptética. Dessa forma, mitocéndrias
danificadas sdo extremamente letais as células e precisam ser eliminadas a fim de manter a
homeostase celular, e o principal mecanismo de eliminacdo de mitocdndrias danificadas € a
mitofagia (Zhang, 2013). Dessa forma, € possivel que o aumento dos niveis de ROS
observados aqui tenha causado dano nas mitocondrias celulares, levando a ativacdo de
mitofagia citoprotetora as células, uma vez que nado foi observado apoptose em células
tratadas apenas com TMZ.

Entre os alvos de ROS envolvidos em autofagia estd BMHBBra 10 - quadro
verde), proteina pro-apotdtica da familia Bcl2 importante para o turnover basal mitocondrial
(Gustafsson, 2011), bem como para o aumento da mitofagia induzido por DDR e hipdxia
(Band et al., 2009)Figura 11). A proteina BNIP3 se localiza na membrana de mitocondrias,
inclusive em organelas sem alteracdo no potencial de membrana, levando ao aumento da
producdo de ROS ou abertura de poros mitocondriais (Queatsal, 2010), contribuindo
para a remoc¢do mitofagica das mesmas por interagir com a proteina LC3{As$t|2012).
O gene BNIP3 é induzido em situacdes de estresse pela proteina p53, a qual € aumentada por
TMZ em células U87 (Hiroset al., 2001b). O controle da traducdo do mRNA de BNIP3, por
outro lado, € mais complexa e ndo esclarecida, e parece envolver a proteina mTOR uma vez
que a inibicdo de mTOR reduz este processo (Zeng & Kinsella, 2010). Em condi¢cbes de
aumento dos niveis de BNIP3, ocorre maior interacdo da proteina com a membrana
mitocondrial, levando a alteracdo da permeabilidade e, consequentemente, do potencial da
membrana e subsequente aumento de ROS intracelular @€ablj 2008), (Zeng & Kinsella,
2010). Como consequéncia, pode ocorrer a ativacdo da mitofagia para eliminagdo destas
organelas e sobrevivéncia celular. Porém, em niveis elevados, o aumento de mitocondrias
alteradas poderia levar a morte celular, como em células deficientes a autofagia ou com
excesso de dano mitocondrial.

Neste sentido, sabe-se que o tipo de reparo induzido por TMZ (MMRmatch
Repain também pode levar a mitofagia através de BNH@ura 11). Em células de cancer
de célon tratadas com os agentes indutores de MMR 6-tioguanina e 5-fluoruracil ocorreu o
disparo de mitofagia via aumento de BNIP3 mediado pela proteina de reparo MLH1 (Zeng &
Kinsella, 2010) e por p53 (Zergg al., 2007). De fato, j& foi descrito que MLH1 tem papel na
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autofagia induzida por TMZ a partir do dano ao DNA (Knizhnik et al., 2013), mas se a
autofagia induzida por TMZ é mitofagia e se este mecanismo € uma resposta padréo as drogas
gue ativam MMR segue incerto. Com base nestes dados e nos resultados apresentados na
secao anterior, nés geramos uma hipétese de que o aumento de ROS induzido por TMZ
poderia estar danificando mitocondrias e causando, consequentemente, mau funcionamento
mitocondrial e mitofagia em células de glio(k@gura 11). Esta hipotese também justificaria

a reducao dos niveis de ATP apesar dos altos niveis de autofagia observados, bem como o
fato de altos niveis de autofagia (mitofagia, neste caso) permitirem as células entrarem em
senescéncia e ndo morrerem por apoptose.

Além disso, outros dois mecanismos envolvendo a proteina BNIP3 sdo importantes
(Figura 11). BNIP3 inibe a atividade de mTOR através da interacdo com a proteina Rheb (Li
et al., 2007), ativadora de mTOR. Como a via mTOR/S6k parece estar envolvida na traducao
do mRNA de BNIP3, a qual leva a mitofagia, € plausivel assumir que este mecanismo de
retroalimentacdo negativa atue no sentido de frear a degradacao mitocondrial, a fim de manter
a homeostase energética celular. De fato, a via da mTOR tem funcéo central no controle do
metabolismo celular através de varios mecanismos, entre os quais deve estar o controle de
qualidade mitocondrial e mitofagia. Aqui, de acordo com esta hip6tese, observamos reducao
da atividade de mTOR a longo prazo, o que poderia estar ocorrendo via aumento de BNIP3.
Além disso, BNIP3 também atua no nucleo celular, reprimindo o promotor de AIF
(Apoptosis-Inducing Factprem células de glioma, contribuindo para resisténcia a apoptose
por estas células, como observado aqui para o tratamento com TMZ. De fato, inUmeros tipos
tumorais solidos resistentes a apoptose, destacando-se gliomas, apresentam niveis elevados de
BNIP3 (Faragheret al., 2011). Todas estas evidéncias sugerem que BNIP3 possa estar
envolvida na resposta a TMZ.
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Figura 11 — Mecanismo de acao da TMZ

explicado pela Hipotese Mitocondrial.O dano ao

DNA causado pela TMZ leva a ativacdo tanto da

sinalizacdo de parada no ciclo celular em G2/M,

a qual também medeia a entrada em senescéncia,

guanto na resposta de reparo de DNA, principalmente

reparo de malpareamento (MMR). Através destas vias, ocorre

aumento e ativagdo de p53, que transcreve, entre outros genes,

0 gene de BNIP3. Esta proteina tem seus niveis aumentados

tanto por esta resposta quanto pelo aumento de ROS também

observado apés tratamento com TMZ, translocando-se para

mitocondrias, além de inibir retroativamente a proteina mTOR

e reprimir o promotor do Fator Indutor de Apoptose (AlF).

As mitocondrias, por sua vez, podem estar alteradas em fungéo

do contexto pro-oxidativo gerado pela TMZ, e sua eliminagéo por mitofagia €
fundamental para evitar a apoptose celular e permitir que as células sobrevivam ou entrem em
senescéncia (parte inferior da figura). Detalhes s&o descritos no texto.

Baseado nesta hipotese, n6s avaliamos a massa mitocondrial intracelular das células
tratadas com TMZ através da marcag¢do de mitocondrias com a sonda fluorescente vermelha
Mitotracker, que fica retida no meio intramitocondrial - independentes da funcionalidade da
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organela. A partir do dia 3, ao contrario da redu¢do na massa mitocondrial esperada em caso
de ativagdo de mitofagia, nés observamos aumento da quantidade total de mitocondrias e
aumento da complexidade celular (observado pelo paramieioscattema citometria de

fluxo) (Figura 12A). Este feito € semelhante ao que ocorre em OIS, durante a qual ha
elevacdo dos niveis de ROS e aumento da massa mitocondrial. Porém, estas mitocondrias
apresentam perda de potencial de membrana, e como consequéncia, células superexpressando
Ras apresentam niveis reduzidos de ATP e ativacdo de AMPK, levando a um aumento
compensatorio da massa mitocondrial. Estes resultados sugerem que OIS e senescéncia
induzida por dano ao DNA envolvem mecanismos semelhantes considerando ROS, AMPK e
alteragbes mitocondriais (Moisee#tal., 2009).

Seguindo o experimento, do dia 3 ao dia 5 a quantidade de mitocdndrias das células
com aumento de massa mitocondrial se manteve estavel. Porém, do dia 5 ao dia 7 ocorreu um
segundo momento de aumer(féigura 12A). Em paralelo, a partir do dia 5 ocorreu o
incremento concomitante de uma populacdo de células com quantidade reduzida de
mitocondrias e baixa complexidade intraceluleiggra 12A). Para avaliarmos se TMZ
estava induzindo mitofagia nestas células, ndés sobrepusemos imagens de GFP-LC3 com
Mitotracker. Porém, ndo observamos co-localizacdo destes dois marcadores, sugerindo que
TMZ néo induz mitofagia nestas células (Figura 12B)

Figura 12 — Efeito da TMZ na
populacdo mitocondrial de
células de glioma. (A) Células
U87-LC3 foram tratadas com TMZ
10uM por 3h, seguido do
replaqueamento em Meio Livre de
Droga. Nos dias 3 a 7 as células
foram marcadas com a sonda
marcadora de mitocondrias
Mitotracker (Life Technologies)
Células foram tripsinizadas e
incubadas a 37°C por 30min com
150nM de Mitotracker em HBSS,
seguido de uma lavagem com
PBS1x e leitura em citbmetro de
fluxo. S&o mostrados plots de
densidade d&ed fluor x SSC(B)
Células foram marcadas ainda
aderidas e fotografadas, seguido da
sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia verde e vermelha.
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A cinética de alteracdes da massa mitocondrial nos levou a sugestdo dos mecanismos
mostrados n&igura 13. Primeiramente, 0 aumento inicial da quantidade de mitocondrias no
dia 3 nos levou a formular duas hipote@@gura 13 - parte superior). A primeira € de que
esse aumento seja devido ao aumento do tamanho celular causado pela entrada em
senescéncia. Células eucaridticas possuem um controle fino da quantidade de organelas
intracelulares, e o aumento do tamanho celular que ocorre na senescéncia sinaliza para a
producdo de novas organelas pela célula (Posakbmy., 1977; James & Bohman, 1981,
Nisoli et al., 2005). Aqui, no dia 3 n6s observamos um aumento médio de 1.7x da area de
células tratadas com TMZ e positivas prgal, comparadas a células controle. Em acordo
com este aumento, observamos um aumento de 1.65x na quantidade de mitocéndrias na
populacao de células com quantidade aumentada de mitocdndrias no dia 3, sugerindo que este
aumento possa ter sido causado pelo aumento do tamanho celular. A segunda hipétese € que
as ceélulas tenham aumentado a massa mitocondrial no dia 3 em resposta compensatoria ao
aumento de ROS intracelular, como também sugerido para OIS (Moiskeaka2009). De
fato, células epiteliais pulmonares MRC5 expostas,@,Hm doses baixas aumentam a
quantidade de mtDNA e a massa de mitocondrias funcionais, efeito mediado por R@6 (Lee
al., 2000). Além disso, células hibridas nas quais foram inseridas mitocondrias carregando
uma delecdo de aproximadamente 5.000 pares de base apresentaram maiores niveis de ROS
intracelular e atividade comprometida da cadeia transportadora de elétrons. Como mecanismo
compensatorio, estas células também apresentaram quantidade maior de mitocéndrias, tanto
em condi¢cdes basais quanto em resposta ao tratamento oxidativet @/e2001).

J& o0 aumento da massa mitocéndria do dia 5 ao dia 7 deve ter ocorrido devido ao
aumento da éarea celular em funcdo da senescéncia, como mostrado em outros tipos de
senescéncia, como replicativa, induzidas por ROS e OIS (Lee et al., 2002; Moiseeva et al.,
2009; Passos et al., 2010, (Cho et al., 2011) (Figura 13 - parte superior)

Considerando a populacdo de células com quantidade reduzida de mitocéndrias que
surge a partir do dia 5 e a auséncia de mitofagia, nés sugerimo@)geristam duas
subpopulacdes de células, uma que aumenta e outra que diminui a quantidade de
mitocondrias; oub) as mesmas ceélulas passam por um estado celular com reducéo seguido
de aumento da quantidade de mitocondrias ou vice-vergg) ediste o enriqguecimento de
populacdes distintas ao longo do tempo do experimento. A auséncia de mitofagia ao longo de
todo o experimento favorece a hipétese do enriquecimento da populagdo de células com
guantidade reduzida de mitocondrias do dia 5 em diante, o que pode ser representativo de
células resistentes a TM@igura 13 - abaixo) Corroborando esta hipétese, células com
quantidade reduzida de cépias de mtDNA, o que sugere menor quantidade de mitocéndrias,
sdo mais resistentes a TMZ. Além disso, a aquisicdo de resisténcia a TMZ por células de
glioma leva a um remodelamento da cadeia transportadora de elétrons mitocondriat(Oliva
al., 2010). Efeito semelhante, de eliminacéao de células com elevado niumero de mitocéndrias,
parece ser induzido por Resveratrol (Rsv) em células de cancer de célon (Prabhu et al., 2013),
nas quais também ha aumento de ROS e senescéncia mediada por ATMt(Heisz007).
Finalmente Kubli e Gustafsson sugerem que o desfecho entre sobreviver ou morrer a um
estresse mitocondrial depende da capacidade das células em realizar autofagia para eliminar
mitocondrias danificadas. Os autores sugerem que as mitocondrias sdo a origem dos sinais de
morte e, nesse sentido, a eliminacdo das mesmas permitira a sobrevivéncia celular (Kubli &
Gustafsson, 2012).
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Figura 13 — Tratamento com TMZ é acompanhado por alteragdes na massa mitocondrial celulako

longo da analise utilizandditotracker (Fig. 12), duas populacdes com massa mitocondrial distintas emergiram.
Uma delas com maior quantidade de massa mitocondrial e elevado SSC (marcado em verde nos plots de
densidade centrais) e outra com reduzida massa mitocondrial e baixo SSC (marcado em vermelho nos plots de
densidade centraispcima - A populacdo de células que apresentou aumento da massa mitocondrial apos
tratamento com TMZ passou por dois estagios de aumento da quantidade de mitocdndrias: o primeiro (dias 3 a
5) pode ter sido devido ou ao aumento da area celular observado ja no dia 3, ou devido a uma adaptacao
metabdlica compensatdéria sofrida pelas células que apresentavam injuria mitocondrial causada pelo aumento de
ROS (mitocéndrias marrons; pontos vermelhos na célula indicam ROS e moléculas pré-apoptoticas). Neste
ultimo caso, baixos niveis de autofagia poderiam levar a apoptose, enquanto altos niveis permitiriam a entrada
em senescéncia. O segundo aumento de massa mitocondrial (dias 6 e 7) deve ter ocorrido em funcdo do aumento
da area celular causado pela entrada em senesc&haifio - ja a populacdo de células com reduzida massa
mitocondrial deve ter sido enriquecida por ser mais resistente a TMZ, exatamente por ter baixa quantidade de
mitocdndrias. Para certificacdo destas hipéteses sera realizading destas populacdes celulares.
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Corroborando os principais aspectos da hipotese mitocondrial, em células de cancer de
mama expostas ao tratamento agudo com DOko,e colobservaram um aumento inicial da
massa mitocondrial até o dia 3, seguido de um platd até o dia 7 e, apds, um segundo aumento
tardio da quantidade de mitocondrias intracelulares entre os dias 7 e 8, em um perfil muito
semelhante ao observado aqui. Como sugerido pela nossa hipotese porém ainda nao testado
no nosso modelo, as mitocondrias das ceélulas MCF7 tratadas com Doxo apresentaram
alteracdes no potencial de membrana, provavelmente em funcéo das espécies reativas geradas
(Cho et al.,, 2011). Finalmente, em fibroblastos primarios a senescéncia replicativa foi
acompanhada por aumento da massa mitocondrial total, e estas organelas também
apresentavam alteracdes do potencial de membrana. Nestas células, o silenciamento de Atg7 e
Atgl2 aumentou a producao de ROS, reduziu a funcionalidade mitocondrial (ou enriqueceu a
populacdo celular com baixa quantidade de mitocondrias, como proposto aqui) e induziu
aumento da massa mitocondrial total. O blogueio de ROS reverteu parcialmente este quadro,
fortalecendo a hipotese de que as alteracbes na quantidade de mitocondrias sejam um
mecanismo compensatorio (Kaegal., 2011a).

7

Molecularmente, a biogénese de mitocOndrias € mediada pelo fator de transcricdo
PGFClalfa em células eucariotas (Wu et al., 1999), o qual pode ser induzido por ROS (Austin
& St-Pierre, 2012), p38 (Puigservet al., 2001) ou AMPK (Jageet al., 2007). Neste
contexto oxidativo, PGClalfa também induz o aumento de enzimas antioxidantes,
minimizando os danos induzidos pelas espécies reativas (Austin & St-Pierre, 2012). Dessa
forma, a atividade de PGClalfa atua no equilibrio entre o aumento da quantidade de
mitocondrias, que pode levar a um aumento da producdo de ROS gerados pela respiracéo
mitocondrial mas, por outro lado, atua controlando o aumento dos niveis destas espécies
reativas, evitando uma retroalimentacdo positiva potencialmente letal as células. De fato, a
expressdo de PGClalfa € uma resposta adaptativa para permitir a sobrevivéncia celular em
condi¢cdes de estresse oxidativo (Vadteal., 2005; St-Pierret al., 2006). Dessa forma, €
plausivel assumirmos que o aumento de ROS, p38 e AMPK induzidos pelo tratamento com
TMZ tenha levado ao aumento dos niveis e atividade de PGClalfa, levando a biogénese
mitocondrial e, em paralelo, contribuindo para a supresséao dos niveis de ROS intracelulares,
como observado a partir do dia 3. Importante, nem sempre o efeito antioxidante de PGC1lalfa
é suficiente para manter a viabilidade celular: a inducdo de PGC1lalfa levou a um aumento de
ROS intracelular e sensibilizou células de cancer de mama a Doxorubicina (Sétldm
2011). Finalmente, um terceiro mecanismo importante envolvendo PGClalfa € a formacéo de
um complexo com p53, ativando a transcricdo mediada por esta Ultima (Sen et al., 2011).
Dessa forma, PGC1lalfa pode atuar como uma proteina central para a célula em um contexto
de aumento de ROS, podendo levar a desfechos como adaptacdo metabdlica, apoptose ou
senescéncia (Cioce & Blandino, 2011).

Disfuncdes mitocondriais, tanto em quantidade quanto em funcionalidade, sdo comuns
em doencas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (Taylor e Goldman 2011), bem
como em diferentes tipos tumorais (Carew & Huang, 2002). Estas alteracdes podem atuar ou
favorecendo a resisténcia a estresse metabdlico e energético, como parte fundamental da
reprogramacdo metabodlica que ocorre em células tumorais, ou contribuir para sensibilizacéo
celular & morte celular induzida por estresse oxidativo ou inducdo de apoptose pela via
mitocondrial (Modica-Napolitano & Singh, 2004; Carewal., 2010; Wilkinson et al., 2012).

Nesse sentido, autores tem sugerido que afetar o funcionamento mitocondrial (Gablizzi
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2006; Fuldeet al., 2010), assim como terapias indutoras de mitofagia massiva (Gargini
2011) podem ser ferramentas importantes no combate a canceres resistentes.

Perspectivas

- Avaliar os niveis de BNIP3 e a sublocalizagio celular da mesma.

- Microscopia confocal para mitofagia.

- Avaliar a funcionalidade mitocondrial (marcadores especificos fluorescentes).

- Separar populages mitocondriais através de sorting em citometria de fluxo (em andamento).

- Medir os niveis de ATP celulares em presenca de inibidores e ativadores de autofagia.

iii. A Hipotese da Proteina Atgs

Resumo
De acordo com essa teoria, TMZ induziria aumento de Atg5, o qual sabe-se que
transloca para o niicleo, liga-se a survivina e induz catdstrofe mitdtica, bem como reprime a
expressio o Fator Indutor de Apoptose (AIF). Em paralelo, Atg5 é clivada por calpaina e

interage com proteinas mitocondriais, atuando na interface de autofagia e apoptose (Figura 14).

A proteina Atg5 exerce um papel importante no inicio do processo autofagico. Atg5 é
conjugada a Atgl2 e, subsequentemente, o conjugado Atg5-Atgl2 liga-se a proteina Atgl6L e
este complexo dirige o alongamento da membrana do profagoforo, até o fechamento do
autofagossomo, como descrito na Tabela 1 (Introducéo - Secado 1). A superexpressao de Atg5,
por si sO, € capaz de induzir autofagia, inclusive em modelo in vivo (Pyo et al., 2013).

Recentemente, porém, um papel 'ndo-autofagico’ importante foi descrito para a
proteina Atg5. O dano ao DNA induzido por etoposideo, cisplatina, taxol ou nocodazol
elevou os niveis da proteina Atg5, a qual sofreu translocagédo para o nucleo, onde passou a
interagir com a proteina survivina, levando a catastrofe mitética independente da autofagia.
Além disso, a superexpressado de Atg5, por si s, levou a parada em fase G2/M, sem dano
direto ao genoma (Maskest al., 2013). A semelhanca destes indutores de dano ao DNA,
TMZ poderia estar aumentando Atg5 e esta mediando parte do efeito daFigoga (4),
hipotese reforcada pelo fato de a literatura mostrar que TMZ induz catastrofe mitética em
células tumorais (Hiroset al., 2001a; Filippi-Chiel&t al., 2013a). De fato, no Capitulo Il
nés demonstramos que, apés 7 dias do tratamento com TMZ, ocorre o aumento da populagéo
de células multinucleadas, bem como um incremento da populacdo hiperdipléide, sinais
tipicos de catastrofe mitética (Castedo et al., 2004; Vakifahmetoglu et al., 2008). Além disso,
Atg5 medeia a senescéncia induzida pgDHatravés do aumento de p2l. TMZ também
induziu ROS e aumento de p21, mas os mediadores dessa ligacdo ndo foram investigados
aqui, e Atg5 surge como potencial mediador dessa intefgigioa 14).
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A proteina Atg5 também exerce papel citoplasmatico ndo autofagico. A proteina
Atg5 pode ser clivada por calpaina (Youstfal., 2006), a qual tem sua expressdo aumentada
por ROS e/ou estresse do reticulo endoplasmatico seguido da liberacZé. d@ f@mmento
de Atg5 gerado pela clivagem interage com a proteina Bcl-XI na membrana mitocondrial,
sequestrando-a e liberando Bax para formar o poro mitocondrial, levando a liberacdo de
citocromo ¢ e apoptose. Em paralelo, o 'sequestro’ de Bcl-XL pela proteina Atg5 truncada
libera a proteina beclina-1 para atuar no mecanismo de autofagia. Além disso, a inibicdo de
calpaina através de RNAI, por si s0, é capaz de induzir autofagiaet(Xia 2010), o que é
corroborado pela observacdo que a inibicdo de calpaina ou shRNA para Bax promovem um
aumento ainda maior da autofagia, demonstrando a importancia deste mecanismo na
manutencdo da autofagia basal em niveis baixos. Além disso, a inibicdo da autofagia
concomitante a inibicdo da apoptose atenuaram significativamente a toxicidade da
Tricoconina VI (Shiet al., 2013), a qual induz influxo de Taxtracelular, demonstrando
que, de fato, ambos os mecanismos sdo disparados e interagem apés aumerto de Ca
intracelular. Corroborando estes dados, a reducdo dénBacelular previne a clivagem de
Atg5, direcionando esta para o enriquecimento do complexo Atg5-Atgl2 e autofaget (Xia
al., 2010). Assim, este mecanismo de clivagem de Atg5 por calpaina parece ser importante no
controle basal da autofagia e na interagao entre autofagia e apoptose em condi¢cfes de estresse.
Finalmente, o silenciamento de Atg5 resulta em resisténcia a quimioterapicos, enquanto a
superexpressao sensibiliza células tumorais a quimioterapicos, sugerindo que o papel de Atg5
na apoptose seja dominante sobre o efeito citoprotetor de autofagia (b@sef2006).

Figura 14 — Hipdtese da proteina Atg5TMZ induziria aumento da proteina Atg5, tanto diretamente (via
DDR) quanto por meio do aumento de ROS. A proteina Atg5 transloca-se para o ndcleo, onde interage com
survivina e leva a catastrofe mitética e parada do ciclo celular em fase G2JMA(ém disso, Atg5 pode

mediar o aumento de p21 por mecanismo ainda incerto, favorecendo a entrada em senéendih (
também forma um complexo com Atg12 e Atg16L, o qual dirige o fechamento do autofago@Spror
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(continuacao legenda Figura 14)

muitos casos, essa autofagia € citoprotetora e suprime a entrada em apoptose. Finalmente, o contexto de aumento
de ROS, somado & estresse do reticulo plasmatico e aumentd*det@aelular podem ativar a proteina
calpaina, a qual cliva a proteina Atg5. A proteina Atg5 clivada interage com a proteina antiapoptética Bcl-XL na
membrana da mitocondria, liberando Bax para formagéo do poro mitocondrial, com consequente liberacdo de
moléculas pro-apoptéticas (principalmente citocromo C, levando a apa@i)se (

Perspectivas

- Analisar os niveis de Atg5 apos tratamento com TMZ e outros compostos genotoxicos.
- Silenciar a proteina Atg5 em células de glioma e avaliar a consequéncia frente ao tratamento
com indutores de dano ao DNA, bem como analisar morfometria nuclear destas células.

- Realizar imunobistoquimica para localizacio subcelular de Atg5.

iv. Dano ao DNA: um sinal (agudo), multiplas respostas integradas (cronicas)

Resumo
A semelbanga de células de glioma tratadas com TMZ, células de cancer de mama tratadas
agudamente com Doxorubicina também dispararam resposta prolongada de autofagia e

senescéncia, acompanhadas por repressao cronica da via da mTOR e de sinais de proliferacio.

A multiplicidade de respostas celulares disparadas pela TMZ vem sendo demonstrada
ha mais de uma década (Hirost al., 2001a; Hiroseet al., 2003; Hiroseet al., 2005;
Knizhnik et al., 2013) Entender como estes mecanismos se conectam € fundamental para
buscar compostos adjuvantes a TMZ, bem como entender mecanismos de resisténcia e
recorréncia tumoraisiNeste sentido, é importante destacar o fato de um sinal citotéxico
bastante agudo (TMZ 3h) ter disparado uma sinalizacao persistente, como observado para a
inibicdo da via Akt/PISBK/mTOR ap6s 7 dias. Por outro lado, o tratamento agudo (24h) com
RAPA, apesar do forte efeito de inducédo de autofagia durante a presenca da droga, ndo gerou

uma resposta cronica de autofagia ou inducdo de senescéncia apos a retirada da mesma.

Para avaliar se esta resposta cronica apds contato agudo é disparada por outro
composto genotoxico e em outro tipo celular, células de cancer de mama MCF7 foram
tratadas com o inibidor de topoisomerase Il e indutor de quebras no DNA Doxorubicina
(Doxo) por 24h a 100 nM, seguido do replagueamento das células em FdiMa(15A,
topo). Corroborando os dados da TMZ, este tratamento também levou a supressado da via da
MTOR, aumentou os niveis da forma inibitdria de Cdc2, fosforilada na tirosina 15, e reduziu
os niveis das formas fosforiladas da proteina(lRura 15A, abaixo), sugerindo parada
massiva na proliferacdo celular. A analise de CPD apontou para uma estabilizagcdo do niumero
de células até o dia 5 porém, do dia 5 em diante, a populacdo de células tratadas voltou a

BN

aumentar (Figura 15B). Similar a TMZ, observamos um aumento da intensidade e
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porcentagem de células positivamente marcadas para AO até o dia 5. Do dia 5 ao dia 10 foi
observada uma reducdo da porcentagem de células positivas concomitante ao aumento da
intensidade de AO naquelas células ainda positivas para AO. Do dia 10 ao dia 15, finalmente,
autofagia foi reduzidaFgura 15C). A inducao cronica de autofagia foi confirmada pela
reducdo dos niveis de p6Figura 15A). Finalmente, observamos um incremento da
porcentagem de células positivamente marcadas pafd-dga@h-no dia 15(Figura 15D),
demonstrando a indugao de senescéncia em uma subpopulacao celular.

Estes dados sugerem que autofagia cronica e senescéncia sao induzidos por agentes
indutores de diferentes tipos de dano ao DNA, uma vez que Doxo induz quebras simples e
duplas, enquanto TMZ induz malpareamento de bases. Estes dados corroboram resultados
obtidos por Goehe e col (2012), entretanto neste trabalho os autores realizaram experimentos
curtos (até 72h), com uma dose dez vezes superior a utilizada no presente trabalho (1000 nM)

e com presenca constante da droga, demonstrando que esta resposta crénica ocorre mesmo em
doses subletais agudas. De fato, n6s mostramos que a sinalizacdo celular que se mostra

alterada apos 5 dias do tratamento se mantém até o 15° dia, mesmo na auséncia da droga,

aspecto clinicamente relevante.

Figura 15 - Indugdo cronica transitoria de autofagia e senescéncia a longo prazo em células de cancer de
mama tratadas com Doxorubicina.Células foram tratadas com Doxorubicina (Doxo) 100nM por 24h, seguido

da remocdo da droga e replaqueamento em Meio Livre de Droga. Apds 5, 10 e 15 dia foram realizados os
experimentos descritos a seguir, através das metodologias descritas no capf{tjoVileéstern blot para as
proteinas indicadagB) Laranja de Acridina (AO) - acimaed fluor x green fluomlots; abaixo - curva de
porcentagem de células versus intensidade de marcacdo deECAQumulative Population DoublingD)
Marcacdo para S@g-gal no dia 15; (n=1).
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Finalmente, avaliamos o efeito a longo prazo de um agente citotéxico nao indutor de
dano direto ao DNA, o inibidor de microtubulos Vincristina (VCR) em células de glioma U87
(Figura 16, abaixo). Os tratamentos com as doses de 1 e 5 nM por 24h, seguido do
replagueamento em DFNFigura 16A) foram inertes a longo prazo no que diz respeito a
inducéo de autofagi@rigura 16B), proliferacao celula(Figura 16C) e senescéncigigura
16D). Por outro lado, a semelhanca do efeito da TMZ e Doxo, 10 nM de VCR induziu tanto
aumento da marcacao com ABlgura 16B) quanto aumento da porcentagem de células SA-
B-gal positivas (Figura 16D)Provavelmente o efeito semelhante seja causado por sinalizacéo
de dano ao DNA, ja que o tratamento com VCR pode levar a catastrofe mitotica, a qual gera
injaria ao DNA e ativacao de DDR (Filippi-Chiela, 2014, em preparacao).

7D

5D
3D

Figura 16 - Inducdo crbnica transitéria de autofagia e senescéncia a longo prazo por Vincristina de
modo dose-dependente em células de glioma U87. @§lulas U87 foram tratadas com Vincristina (VCR)
por 24h nas doses de 1, 5 e 10nM, seguido do replagueamento em Meio Livre déB)rblgacacao com
laranja de acridina (AO)C) Curvas de Population Doubling Cumulatiy®) Marcacéo para SB-gal no
dia 7. Nameros indicam a porcentagem de células positivamente marcadas; (n=1).

Indutores de dano ao DNA compreendem agentes alquilantes, inibidores de
topoisomerases, agentes intercalantes de DNA, entre outros, e constituem o grupo mais
amplo de quimioterapicos utilizados. Apesar da eficiéncia e da ampla utilizacao, alguns tipos
tumorais sado intrinsecamente resistentes a estes agentes (CheueigaDng013). Neste
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sentido, se esta resposta de inducdo e manutencgdo crénica de autofagia citoprotetora apos
injuria gendmica se confirmar para outros indutores de dano ao DNA, a modulacdo da
autofagia surge como uma abordagem com grande potencial para aumentar a sensibilidade
de células tumorais a estes compostos, como discutido na se¢ao a seguir.

Perspectivas

1. Concluir os experimentos com Doxo em células de cincer de mama e VCR em células de

glioma e avaliar o papel da autofagia na senescéncia e morte celular.

2. Avaliar o papel da autofagia induzida por outros compostos citotoxicos indutores de

senescéncia, bem como em outros tipos tumorais, especialmente os resistentes a apoptose.

v. Modulacdo da autofagia na terapia anti-cancer

Resumo
O desenho racional de terapias incluindo moduladores de autofagia combinados a

quimioterdpicos jd utilizados pode contribuir para aumento da eficdcia terapéutica.

Com base em estudosvitro e modelos animais a abordagem que parece ser a mais
eficiente considerando a modulagéo da autofagia em terapia tem sido a combinagédo de um
agente indutor de autofagia somado a um inibidor da fusdo do autofagossomo com o
lisossomo (Suiet al., 2013). Entre estes agentes tem se destacado a cloroquina (CQ) e
hidroxicloroquina (HCQ), inibidores da acidificacdo lisossomal. Através dessa estratégia, as
células formam uma grande quantidade de autofagossomos, que se acumulam na célula mas
nao fusionam com lisossomos, levando a duas consequéncansumo de componentes
celulares sem o retorno de nenhum beneficio estrutural ou energético as icéalasento
dos niveis de ROS, o que pode acabar afetando componentes celulares fundamentais a
homeostase (veja a Figura 10 - quadro roxo)

Estudosin vitro e in vivo tém apresentado resultados promissores utilizando a
abordagem citada acingAmaravadi et al., 2007). Atualmente existem 41 trralgistrados no
site clinicatrials.gov testando HCQ combinada a algum quimioterapico em cancer. Destes,
70% estdo em fase de recrutamento e apenas 1 (fase I) teve os resultados publicados,
demonstrando a seguranca do uso de HCQ combinada a Erlotinib em pacientes com tumor
pulmonar de ndo pequenas células avancado (Goldiheafj, 2012). Para CQ em cancer
existem 1lrials clinicos registrados, dos quais 60% estdo em fase de recrutamento e nenhum
deles tem resultados publicados até 0 momento. Em um ensaio piloto, Rthérdge e col
demonstraram que curtos tratamentos com CQ combinados a radioterapia foram bem
tolerados em pacientes com glioma. Entretanto, devido ao baixo numero de pacientes,

nenhuma conclusao acerca da eficiéncia do tratamento foi possivel (Eleratig@013).

Neste sentido, dois aspectos importantes precisam ser destacados em se tratando de
inibicdo da autofagia em cancer. O primeiro se refere ao fato da autofagia ser importante para
a funcao do sistema imune no combate ao cancer (Weiner & Lotze, 20E2;al1a2013). A
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inibicdo da autofagia em células de cancer pulmonar humano A549 e H460, bem como em
células de adenocarcinoma de colon murino CT26, sensibilizou as mesmas a radiacédo
ionizante, levando a morte celular e perda da clonogenicidadértaritim quantoin vivo em

animais imunodeficientes. Porém, em animais imunocompetentes, a radioterapia disparou
uma resposta imune antitumoral dependente da liberacdo de ATP mediada por autofagia por
células tumorais. Este ATP, por sua vez, foi responsavel por recrutar células imunes para a
regido tumoral (Ko et al., 2014). Este aspecto poderia explicar, também, o fato de animais
mutados para genes autofagicos apresentam incidéncia maior de tumores, bem como porque
tumores mutados para genes autofagicos respondem pior a algumas terapias. Dessa forma, a
presenca de inibidores de autofagia pode reduzir a eficiéncia terapéutica no tratamento de
tumores nos quais a autofagia contribui para a atividade antitumoral do sistema imune.

O segundo aspecto importante diz respeito a etapa de inibicdo da autofagia, bem como
0 momento em que autofagia deve ser inibida no contexto de um cotratamento.
Demonstramos aqui que a inibicdo da etapa inicial da autofagia através do tratamento com 3-
MA reprimiu autofagia e induziu apoptose em células tratadas com TMZ, enquanto a inibicéo
da etapa de fusdo do autofagossomo com o lisossomo através de BafAl no dia 3 ndo levou a
apoptose. NOs hipotetizamos que a inibicdo da autofagia na etapa posterior a formacdo do
autofagossomo, com BafAl, ndo induziu apoptose porgue componentes pré-apoptoéticos
presentes no meio intracelular, como mitocondrias danificadas, foram englobados por
autofagossomos, suprimindo a liberacdo de sinais pré-apoptéticos. Por outro lado, o 3-MA
atua reprimindo a formacdo do autofagossomo e, desta forma, os sinais pré-apoptéticos
seguem sendo liberados para o meio intracelular, promovendo a apéjjase 17).

Figura 17 — Efeito da inibicdo da autofagia em diferentes etapas do mecanismo.inibicdo da

autofagia em diferentes etapas do mecanismo pode acarretar diferentes desfechos em células com
mitocondrias danificadas. A mitofagia de organelas danificadas (marcadas em marrom, em comparacéo
com organelas saudaveis, em verde) impede que haja a liberacéo de fatores pro-apoptoticos para 0 meio
intracelular, permitindo a sobrevivéncia celular (desfecho inferior). Células deficientes em autofagia ou
com niveis elevados de mitocdndrias injuriadas entram em apoptose (desfecho superior). Neste sentido, a
inibicdo da etapa inicial da autofagia utilizando 3-MA dispara apoptose por ndo sequestrar as
mitocondrias injuriadas. Por outro lado, o tratamento com Bafilomicina A1 (BafAl) impede apenas que
ocorra a fusdo do autofagossomo com o lisossomo, mas permite o englobamento das mitocéndrias
injuriadas, reprimindo a apoptose.
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Desfechos diferentes ap0s a inibicdo da autofagia em diferentes etapas do mecanismo
também foram observados em células leucémicas tratadas com o analogo de nucleosideo
citarabina (AraC), utilizado em leucemia aguda mieldide e linfoma de ndo-Hodgkin @vang
al., 1997). AraC é fosforilado por deoxicitidina cinase (dCK) e pirimidina cinases, gerando
um nucleotideo derivado de AraC, o qual inibe a DNA polimerase e € incorporado ao DNA
(Major et al., 1981; Gunjet al., 1991), tanto nuclear quanto mitocondrial (Zhu et al., 2000).

O dano ao mtDNA é potencializado pelo fato de analogos de nucleosideos serem fosforilados
tanto dentro da mitocondria quanto no citosol, sendo posteriormente transportados para dentro
da organela (Chen et al., 1991; Chen & Cheng, 1992; Brielgak, 1999). Estes compostos
acumulam-se no meio intramitocondrial, uma vez que n&o parece existir transportadores para
exportacdo dos mesmos pela organela, levando a dano cumulativo ao mtDNA (Zhu et al.,
2000). Como consequéncia, além do dano ao DNA nuclear e ativacdo de DDR, AraC causa
alteracOes da permeabilidade da mitocondria, perda do potencial de membrana mitocondrial e
apoptose pela via mitocondrial (Kimt al., 1997; Sun et al., 2007), efeito que pode ser
mediado pelo aumento de ROS intracelular (Gelteal., 2001; lacobinet al., 2001). Este
mecanismo de acdo mdultiplo (DDR, ROS e altera¢cdes mitocondriais) se assemelha muito ao
mecanismo da TMZ, como descrito aqui. Também a semelhancga do tratamento com TMZ,
autofagia suprime a apoptose induzida por AraC, e o bloqueio da autofagia com 3MA leva a
apoptose, enquanto a supressao da fase tardia da autofagia com CQ nao induz morte celular
apoptatica (Palmeira-Dos-Santeftsal., 2014).

De fato, a capacidade de remover mitocondrias danificadas em um contexto de
estresse mitocondrial parece ser fundamental para a sobrevivéncia celular (Kubli &
Gustafsson, 2012). Neste sentido, translacionalmente, a combinacdo de agentes indutores de
dano ao DNA com 3-MA apresenta um potencial terapéutico maior do que a combinacédo com
agentes supressores da etapa final da autofagia. Esta hipdtese é corroborada pelos dados de
CPD comparando-se 3-MA com BafAl. Por outro lado, o tratamento com BafAl, CQ ou
HCQ também acarreta morte celular apoptotica em um contexto de auséncia de nutrientes
(Boya et al., 2005), em niveis inclusive maiores do que aqueles induzidos por 3MA. Porém,
em privacdo de nutrientes ndo é descrita a ocorréncia de dano mitocondrial e liberacdo de
fatores pro-apoptéticos, de modo que a hipotese acima permanece valida para tratamentos que
induzem a liberacao de fatores pré-apoptoticos devido a inducdo de dano a mitocondria.

Considerando a ativacéo da autofagia como adjuvante a terapias classicas, Back e col
demonstraram que a sobrevivéncia de células de carcinoma de células escamosas a Doxo &
mediado pela agdo de mTOR sobre a proteina sirtuina-1, levando ao aumento da atividade da
via de proliferacéo celular NkB e supressao de proteinas anti-apoptoticas. Neste modelo, o
tratamento com RAPA sensibilizou as células a apoptose (Back et al., 2011). Aqui,
demonstramos que RAPA aumentou a senescéncia induzida por TMZ, enquanto o tratamento
com RAPA no dia 5 também levou a reducdo do numero de células, a semelhanca dos
resultados de Bock e col descritos acima. Por outro lado, o tratamento comr&ARAI a
senescéncia induzida por butirato de sédio e superexpressdo de p2l em células de
fibrosarcoma humano HT1080 apenas quando adicionada até 3 dias ap0s a inducédo de p21
(Demidenko et al., 2009). Apos isso, o tratamento com RAPA néo teve efeito sobre a indugéo
de senescéncia, muito provavelmente porque as células ja se apresentavam senescentes a
partir do 3° dia. Este resultado, juntamente com 0s nossos, mostra a importancia do protocolo
de tratamento considerando moduladores de autofagia. Os resultados das nossas curvas de
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CPD com RAPA sugerem que o tratamento no dia 5 levou as células tratadas com TMZ a
apoptose, enquanto o pré-tratamento com RAPA seguido de TMZ aumentou (ou antecipou) a
entrada em senescéncia por inibicdo prematura da proteina mTOR e de seus alvos. Porém, é
importante destacar que nao € possivel afirmar que os efeitos observados para a RAPA no
nosso modelo sejam mediados pela autofagia, uma vez que mTOR controla a expressao de
inimeras proteinas, incluindo proteinas de ciclo celular (como ciclina D), de resposta a
estresse celular (como HIF-1) e fatores de crescimento (como VEGF) (Hudson et al., 2002).

Neste sentido, é importante destacar que RAPA também pode suprimir o
recrutamento das proteinas Rad51 e BRCA1, componentes chave no reparo de quebras duplas
no DNA (Chen et al., 2011), bem como o reparo por excisdo de nucleotideos em leveduras, de
maneira mTOR-independente (Limsehal., 2010). Dessa forma, RAPA pode sensibilizar
células tumorais a agentes genotoxicos através da supressao do reparo de DNA levando, por
exemplo, a catastrofe mitética ou apoptose. De fato, a combinacdo de uma agente indutor de
dano ao DNA combinado a moduladores de DDR tem demonstrado potencial terapéutico em
células de tumores resistentes como gliomas (Hiedsal., 2001a; Filippi-Chieleet al.,
2013a). Por outro lado, pode acabar reduzindo a capacidade de reparo de células normais
expostas, por exemplo, a radiagdo UV. Este aspecto merece atencao ao uso clinico da RAPA.

Nessa mesma linha, outro aspecto importante refere-se ao fato desse composto atuar
como supressor do sistema imune, motivo pelo qual RAPA é utlizada em pacientes
(transplantados ou com doencas autoimunes). Assim como descrito acima, o sistema imune é
fundamental para o combate a pré-tumores e eliminacdo de células tumorais, bem como
contribui no mecanismo de toxicidade de diversas terapias antitumorais. Assim, a repressao
do sistema imune causada pela RAPA pode acabar interferindo na eficacia terapéutica
naqueles tumores onde o sistema imune tem papel importante.

Porém, o papel de supressdo do sistema imune parece nao interferir na eficacia de
derivados da RAPA, uma vez que o uso clinico de rapalogos (composto derivado da RAPA)
em cancer vem crescendiemsirolimus (CCI-779¢ aprovado para uso em carcinoma renal
(http://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/temsimeis), enquanto Everolimus (RAD-

001) é aprovado em cancer de mama, pancreas, carcinoma renal e astrocitoma de células
gigantes littp://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/everaigin Ensaios clinicos pra

avaliar o a seguranca ou efeito, em cancer, da combinacdo de quimioterapicos com rapalogos,
estdo depositados mtinicaltrials.gov. Em glioblastoma séao 3@als clinicos em andamento.
Destes, 5 tem publicagBes disponiveis. Trés deles sdo estudos de fase | que comprovam a
seguranca do uso de sirolimus e everolimus em pacientes em combinagdo com TMZ e
radiacdo ou gefitinib (Reardon et al., 2006; Mason et al., 2012; Chinnaiyan et al., 2013). Os
outros 2 estudos sao de fase Il, porém, a adi¢do de sirolimus combinado a erlotinib, (inibidor
de EGFR) ou TMZ + bevacizumab (anti-VEGF), apesar de bem tolerada, ndo resultou em
aumento da eficacia terapéutica (Reardon et al., 2010; Hainsworth et al., 2012).

Perspectivas
1. Produzir células estavelmente silenciadas para Atg4, Atg5, Atg7 e Atg6 e avaliar a resposta

destas células a TMZ e outros quimioterdpicos — em andamento.
2. Realizar ensaio clonogénico apos tratamento com RAPA+TMZ+3MA com as linhagens de
glioma humano sensiveis (U87, U251, U343) e resistentes (U138) a TMZ — em andamento.
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Resumo
As células apresentaram uma resposta bastante heterogénea considerando a cinética de
autofagia e aquisicdo de fendtipo senescente, sem correlagdo entre marcadores dos mecanismos.
Apesar desta heterogeneidade, 95% das células reduziram autofagia entre os dias 4 ¢ 4.5. Células

com niveis reduzidos de auz‘ofagia apresentaram uma probabilidade maior de entrar em apoptose.

Estudos populacionais de célulaa vitro podem mascarar a presenca de
subpopulacdes celulares ou respostas disparadas por determinados grupos de células, aspecto
critico principalmente considerando populacdes celulares heterogéneas como linhagens
celulares tumorais. Esta ampla heterogeneidade faz com que um tratamento Unico dispare
multiplas respostas. Neste sentido, estudos de células Unicas contribuem para o entendimento
dos mecanismos que compdem uma resposta meédia populacional, bem como para a
observacao de efeitos celulares especificos e andlise da interacdo entre diferentes mecanismos
na mesma ceélula. Entretanto, trabalhos que se apropriam do acompanhamento das mesmas
células ao longo do tempo ainda sdo escassos. Na presente tese, realizamos o
acompanhamento de células Unicas no periodo critico que envolve a transicdo populacional de
um estado autofagico para um estado senescente. Mesmo sabendo que o acompanhamento das
células Unicas ocorreu apenas por um periodo especifico de tempo ao longo do experimento,
através desta abordagem nds fomos capazes de responder algumas questdes importantes na
interacdo entre autofagia, senescéncia e morte celular:

a. A reducdo da autofagia é necessaria para entrada em senescéncia? Existe um
padrédo de resposta de autofagia e/ou senescéncia celular?

R.: Inicialmente, tentamos realizar a separacdo das curvas de cada célula através da
andlise de ligacdo e a montagem de dendogramas. Porém, provavelmente devido a alta
heterogeneidade de resposta das células ou 'n' pequeno nao foi possivel separar as células em
perfis definidos. Posteriormente, observamos 3 perfis diferentes considerando o maior
intervalo de reducdo da autofagia e o0 maior aumento de area celular, cada um correspondendo
a aproximadamente 1/3 das células. As células reduziram autofagia antes, em concomitancia
ou apols a aquisicdo de fendtipo senescente, demonstrando que ndo é necessario que a
autofagia reduza para que a célula adquira esse fendtipo, nem que a reducdo da autofagia

ocorre somente apos a entrada da célula em estado senescente.

b. A quantidade de autofagia pode predizer o destino da célula ou revelar o histérico
recente da célula?

R.: Pares ou grupos de células foram selecionados em pontos especificos do
experimentos e acompanhadas: células que partiram com caracteristicas semelhantes no dia 3
nao necessariamente seguiram caminhos semelhantes, da mesma forma que células que
atingiram o dia 4 com caracteristicas similares ndo necessariamente seguiram para 0 mesmo
desfecho no dia 4.5. Finalmente, células que chegaram ao dia 4.5 com caracteristicas similares
ndo necessariamente apresentaram historicos similares de autofagia ou area nuclear/celular.
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Por outro lado, em contraponto a esta heterogeneidade, do dia 4 ao dia 4.5 mais de 90% das
células reduziram autofagia. E importante destacar que este mecanismo orquestrado de
reducdo da autofagia ocorre independente da proteina mTOR, a qual se manteve inibida até o
dia 7, e independente da aquisicdo ou nao do fenotipo senescente, uma vez que mesmo células
que permaneceram com areas nuclear e celular baixa reduziram bruscamente a area de GFP-
LC3 no dia 4. Uma hipodtese plausivel neste caso é a de que as células senescentes poderiam
estar liberando para o meio extracelular, entre os componentes do fenotipo secretor associado
a senescéncia (SASP), alguma molécula paracrina mediadora da reducdo orquestrada da
autofagia observada no dia 4. De fato, como sugerido no Capitulo V, a partir do dia 3 a
populacdo de células tratadas com TMZ ja apresenta um perfil senescente.

c. Existe correlacao entre niveis de autofagia ou pico maximo de inducao de autofagia
e aquisicao de fendtipo senescente?

R.: A nivel populacional, a média da area de GFP-LC3 e a porcentagem média de
células GFP-LC3-positivas correlacionaram negativamente com o aumento médio da area
celular. Esta correlagdo se mostrou forte tanto considerando as variagdes meédias do dia 0 ao
dia 7 quanto o intervalo do experimento de células Unicas (dia 3 ao dia 4.5). Entretanto, a
nivel celular ndo foi encontrada nenhuma correlacao entre variacdo da area celular e érea total
de GFP-LC3 ou pico maximo de area de GFP-LC3. Dessa forma, pode-se concluir que a
média populacional ndo representa o que acontece com as células individualmente, as quais
compdem diferentes subgrupos com respostas semelhantes, como sugerido na resposta a
pergunta (a)acima.

Em resumo, nossos dados de células unicas reforcam fortemente a hipdtese de que
autofagia e senescéncia sdo induzidas por dano ao DNA de modo paralelo, independente e
com cinéticas diferentes. Esta diferente cinética de ocorréncia de cada mecanismo a nivel
populacional é responséavel por gerar o perfil de transicdo de autofagia para senescéncia, como
havia sido hipotetizado por Gewritz (Gewirtz, 2014). Senescéncia é a resposta terminal de
células expostas ao estresse da injuria gendmica e que sobreviveram em funcéo da autofagia
citoprotetora disparada ap6s o dano ao DNA. Corroborando esta hipotese, recentemente Xu
et al (2013) e col avaliaram, através do acompanhamento de células Unicas, a dinamica
diferencial de autofagia e morte celular em fibroblastos expostos ao agente staurosporina
(STS). Células com densidade elevada de autofagossomos resistiram a morte celular
apoptética induzida por STS, enquanto células que sofreram apoptose apresentavam area de
autofagossomos reduzida ao longo do experimento. Estes dados corroboram nossos resultados
mostrando que células com &rea reduzida de GFP-LC3 no dia 3 apresentam uma
probabilidade maior de morrerem ou ndo conseguirem entrar em senescéncia, e que a inibicéo
de autofagia desvia as células para apoptose.

Terapeuticamente, sabe-se que apenas uma subpopulacéo restrita de células mantém a
capacidade proliferativa apés um tratamento indutor de dano ao DNA em glioblastoma,
levando a recorréncia (Chen et al., 2012). Recentemente, demonstramos que a porcentagem
de células de glioma U87 que mantém a capacidade clonogéniitao apés tratamento
agudo com TMZ é de aproximadamente 12% (Filippi-Chiela e col, 2013). Aqui, nés
observamos que 82% das células acompanhadas apresentaram aumento de um indice que
representa a passagem de um estado celular autofagico para um estado sene&mhte, o “
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Area /LC3-GFP Area” Index (CALA IndeX (Figura 18). Em paralelo, 8% das células
sofreram alteragBes morfoldgicas tipicas de apoptose durante o acompanhamento de células
Unicas. Dessa forma, é plausivel que os 10% de células restantes, ndo-apoptoéticas e nao-
CALA-positivas (células que nédo adquirem um fendtipo senescente e ndo autofagico apés o
tratamento com TMZ), correspondam aos 10-12% de células, 0 mesmo namero que mantém a
capacidade clonogénica apos o tratamento com TMZ.

Figura 18 — Indice da raz&o da area celular pela area de GFP-LC3 em células tratadas com TM¥s

geramos um indice chamado CALE€d]l Area /LC3-GFPArea) para cada célula acompanhada ao longo da
andlise de células Unicas, exceto para as células apoptoticas. Este indice representa a passagem de um estado
celular autofagico ndo senescente para um estado celular ndo mais autofagico e com fendtipo senescente. A
esquerda é mostrada a dinamica deste indice para cada célula ao longo dos tempos do experimento, bem como a
média de todas as células (linha cinza grossa). Observe que o eixo y esta em escala logaritmica. Os nimeros
dentro do quadro preto representam o numero de células CALA-positivas em relacdo ao total de células e,
abaixo, a porcentagem referente. A direta é mostrada a média do CALA + erro padrdo para cada tempo de
analise. ** p<0.01 em rela¢cdo ao tempo 3D.

Perspectivas

1. Realizar o acompanhamento de células iinicas apds tratamento com outros indutores de dano ao
DNA, senescéncia e autofagia, tais como Doxo e Carmustina (utilizado em clinica contra gliomas).
2. Acompanbar as células resistentes a TMZ a partir do dia 7, tratadas ou ndo com 3MA ou

RAPA.
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CONCLUSOES
Como principais conclusdes dos capitulos que compdem a tese, podemos destacar:

CAPITULOS | - Artigo original (publicado - PlosOne) - Nuclear Morphometric Analysis
(NMA)

Concluséo Através da analise da morfometria nuclear, pode-se ter uma ideia inicial sobre o
efeito que um determinado tratamento exerce sobre uma populacédo celular. Através deste
meétodo € possivel avaliar apoptose, senescéncia e irregularidades nucleares, como aquelas
apresentadas por células em processo de catastrofe mitética.

CAPITULO Il - Artigo de Revisdo(publicado - Cell Death and Differentiation) -
Autophagy and Genomic Integrity

Concluséo Autofagia é induzida por dano ao DNA através de inUmeras vias de sinalizacdo
intracelular. Esta autofagia pode favorecer tanto a sobrevivéncia celular, bem como contribuir
para a toxicidade de um determinado tratamento citotoéxico. De qualquer forma, a modulacéo
da autofagia no contexto de dano ao DNA parece ser uma boa estratégia terapéutica.

CAPITULO 1lI - Artigo Original (submetido ao periédico Autophagy - Single cell
analysis changes the connection between autophagy and senescence induced by DNA
damage.

Conclusdo Dano ao DNA induzido por TMZ dispara autofagia transiente e senescéncia a
longo prazo, mediados por ativagao das vias AMPK/ULK1 e p38 (autofagia) e supressao da
via Akt/mTOR e aumento de p21 (senescéncia). Apesar da forte correlacdo negativa entre
autofagia e senescéncia a nivel populacional, em funcédo da diferente cinética de inducédo a
nivel de células Unicas esta correlacdo ndo ocorre, e autofagia e senescéncia parecem ser
interdependentes. Na verdade, autofagia permite a senescéncia celular a longo prazo por
reprimir a inducéo de apoptose.

CAPITULO IV - Comentario (a ser submetido ao periédicoAutophagy): Sleep or let die:
two sides of the same coin in the inhibition of autophagy

Conclusédo Estudos que tem como objetivo investigar o papel da autofagia induzida por um
determinado tratamento usualmente apropiam-se de inibidores do mecanismo. Entretanto,
autofagia modula inUmeros mecanismos celulares e, consequentemente, sua inibicao interfere
no destino celular. Aqui, sugerimos que os estudos que integram autofagia e apoptose,
necrose, senescéncia e ciclo celular com inibidores de autofagia sejam bem planejados e
contemplem todos 0os mecanismos, para evitar viés de analise e interpretacdes equivocadas.

CAPITULO V - Short take(a ser submetido ao periddicé\ging Cell): Kinetic Analysis Of
Morphological Alterations In DNA Damage-Induced Senescence In vitro

Concluséo Durante o desenvolvimento do capitulo Ill, observamos que marcadores de
senescéncia celulém vitro (como aumento da area nuclear e celular, aumento da atividade da
enzima SAB-Gal e dos niveis de p21) apresentam cinéticas de ocorréncia diferentes ao longo
do estabelecimento do mecanismo. Aqui, nds descrevemos a cinética de acontecimento destes
marcadores no modelo de senescéncia induzida por TMZ em células de glioma, e
encontramos que o nucleo celular aumenta de tamanho no inicio do estabelecimento do
fenotipo senescente, correlacionando fortemente com a curva de proliferagdo. Por outro lado,
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a marcacdo com SB-Gal e niveis de p21 aumentam tardiamente e correlacionam menos
com a curva de proliferacéo.
PERSPECTIVAS

As principais perspectivas da presente tese foram apresentadas ao final de cada
hipotese na se¢éo Discussao Integrada, e estdo agrupadas aqui

Perspectivas - Hipotese Oxidativa

- Investigar quais alvos de ROS estdo sendo modulados no contexto do tratamento com TMZ.
~ Testar se este mecanismo ocorre também para outros indutores de dano ao DNA e em outros tipos tumorais,

bem como por outros mecanismos de indugdo de senescéncia.

Perspectivas - Hipitese Mitocondrial

- Avaliar os niveis e sublocalizacio de BNIP3, e microscopia confocal para mitofagia.
- Avaliar a funcionalidade mitocondrial (marcadores especificos fluorescentes).

- Separar populagies mitocondriais através de sorting em citometria de fluxo (em andamento).

Perspectivas - Hipdtese da proteina Atg5

- Analisar os niveis de Atg5 apds tratamento com TMZ e outros compostos genotdxicos.
- Silenciar a proteina Atg5 em células de glioma e avaliar a consequéncia frente ao tratamento com indutores
de dano ao DNA, bem como analisar morfometria nuclear destas células.

- Realizar imunobistoquimica para localizacdo subcelular de Ate5.

Perspectivas - Outros modelos

- Concluir os experimentos com Doxo em células de cancer de mama e VCR em células de glioma e avaliar o
papel da autofagia na senescéncia e morte celular.
- Avaliar o papel da autofagia induzida por outros compostos citotdxicos indutores de senescéncia, bem como

em outros tipos tumorais, especialmente os resistentes a apoptose.

Perspectivas - Autofagia e terapia
- Produzir células estavelmente silenciadas para Atg4, Atg5, Atg7 e Atg6 e avaliar a resposta destas células a
TMZ e outros quimioterdpicos — em andamento.
- Realizar ensaio clonogénico apos tratamento com RAPA+TMZ+3MA com as linhagens de glioma humano

sensiveis (U87, U251, U343) e resistentes (U138) a TMZ — em andamento.

Perspectivas - Células tinicas
- Realizar o acompanhamento de células iinicas apds tratamento com outros indutores de dano ao DNA,

senescéncia e autofagia, tais como Doxo e Carmustina (utilizado em clinica contra gliomas).

- Acompanhar as células resistentes a TMZ a partir do dia 7, tratadas ou nao com 3MA ou RAPA.
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FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1 - Via de sinalizagdo PI3K/AktmTOR. Obtida de
www.cellsignal.com, em 12/04/2014.
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Figura Suplementar 2 - Complexos mTOR1 e mTOR2 e principais sinalizagbes
associada.Adaptado demTOR: from growth signal integration to cancer, diabetes
and ageinge Fighting neurodegeneration with rapamycin: mechanistic insights

(Zoncu et al., 2011)
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Figura Suplementar 3 - Sinalizac&o reguladora do ponto de checagem de G2/M.
Obtido de www.cellsignal.com, em 12/04/2014
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ANEXO |

Supporting Methods from Nuclear Morphometric Analysis (Capitulo 1)

Nuclear Morphometric Analysis (NMA):

Screening of apoptosis, mitosis, senescence and mitotic catastrophe

Eduardo C. Filippi-Chiela’, Manuel M. Oliveira®, Bruno Jurkovski®, Sidia Maria Callegari-

Jacques®, Vinicius Duval da Silva®; Guido Lenz'*

Supporting Methods

This supporting file describes the instructions of using Image ], IPP and
Spreadsheets to perform the NMA analysis.

A. Image J Plugin Manual

B. Image Pro-Plus Manual

C. Spreadsheet manual

A.Image | Plugin Manual

1 Introduction

The NIl Plugin of the Image J Software was developed to extract the morphometric
information about nuclei to be used in the NMA tool. The analysis uses measures of
nuclear area and of four parameters of irregularity, named Aspect, Area/Box, Radius Ratio
and Roundness. These four parameters are used to generate a Nuclear Irregularity Index
(NI) which, added to area measurement, classify the nuclei in normal (N), irregular (1),
small and regular (SR), small (S), small and irregular (Sl), large and regular) or large and
irregular (LR)

Images of nuclei stained with DAPI (with more than 300 dpi; preferentially in _tiff
uncompressed format) are necessary to guarantee the quality of the nuclear analysis. This
manual describes the steps for using the NIl Plugin in the NMA.
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3 The Plugin

This section presents the characteristics of the plugin specifically designed to NMA using
ImagedJ. Next section (section 4 — “Analyzing”) describes the steps to execute NMA using
the plugin.

3.1 Running Parameters

¢ Choose Directory in which the outputs will be saved.

o Use Watershed: if this option is checked, the plugin will try to separate some of the
nuclei that are touching each other. It may, however, improperly separate a very
irregular nucleus, so the user has to take care when using this option (mainly for
batch processing).

¢ Minimum Nuclei Area: the minimum area (in pixels) of a nucleus to be considered
by the program.

¢ Maximum Nuclei Area: the maximum area (in pixels) of a nucleus in order to be
considered.

¢ Nuclei Intensity Segmentation Threshold: this is the first option that is altered to
modulate the sensitivity of marking and to adjust the nuclear surrounding line in the
correct limit (i.e. the threshold used to discretize the grayscale image to a binary
one). The smaller the threshold, less intense nucleus will be considered in the
analysis (and the greater will be its area).

¢ Nuclei Insertion Intensity: this is the percentage of the Segmentation Threshold
used when inserting a blob manually.

3.2 Adding and Removing a Single Nuclei Manually

General marking of nuclei is obtained by using the ‘Nuclei Intensity Segmentation
Threshold’, as described above. To add a nucleus that wasn't detected by the program,
just click inside its area with the Left Button of the mouse while pressing the Shift key and
for removing a selected nuclei, hold the Citrl key (for Mac users, use the 64 bits image J
and the control key to remove and shift key to include nuclei). If necessary, it's possible fo
remove all inserted nuclei or re-insert all removed nuclei just clicking the Clear Inserted
Nuclei List or Clear Ignored Nuclei List buttons.

3.3 The Output

After running the plugin for an image, three files will be generated: 1. copy of the original
image with the ID of the considered blobs and the additional information selected by the
user in the interface (section 3.4, below); 2. a binary image containing only the blobs that
were processed by the plugin. Both will be saved as a .png file which will be sufixed with
_NIl and _NII_Binary; 3. a Comma Separated Values (.csv) file that can be opened with
any program that manipulates spreadsheets, such as Microsoft Office Excel or OpenOffice
Calc. The user can choose between a comma (,) or a semicolon (;) separator in the
interface depending on the settings of the computer. The values stored for each nucleus in
the table are the components of the Nuclear Irregularity Index (NIl), as follows:
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Area: area of each nucleus.

Aspect: ratio between the nucleus’ major and minor radius.

Area/Box: ratio between the area of the nucleus and the area of its bounding box.
Radius Ratio: ratio between the maximum and the minimum radius of the object.
Roundness (Border): roundness computed using the Border Perimeter'. It is

determined by the formula: perimeter?/(4:kpixarea), pi being the mathematical
constant.

These variables are used to yield the NII, and are the fundamental measurements
of NMA. They are based on the following information, obtained for each nuclei after
running the NMA plugin:

e Roundness (Ellipse): roundness computed using the Ellipse Perimeter, with the

same formula of the variable named roundness (border), cited above.

Bounding Box Area: area of the smallest box that can wrap the nucleus.

Centroid Coordinates: (x,y) coordinates of the nucleus center of mass.

Minimum Radius: minimum distance from the centroid to a border of the nucleus.

Maximum Radius: maximum distance from the centroid to a border of the nucleus.

Perimeter (Border): perimeter measure computed using the nucleus border.

Perimeter (Ellipse): perimeter measure computed using the ellipse’s perimeter

formula.

¢ Aspect Equivalent Ellipse: similar to Aspect but uses the radius of an ellipse with
the same area as the nucleus.

¢ The parameters used in the computation of data: minimum nuclei area,
maximum nuclei area, nuclei intensity segmentation threshold (described in 3.1).

3.4 Output Options (exemplified in section 4)

¢ Show Bounding Boxes: shows the bounding boxes of each nucleus in the output
images.

¢ Show Ellipse: shows the ellipses that circulate each nucleus in the output images.

e Show Ellipse’s Radius: shows the ellipse’s radius of each nucleus in the output
images.

¢ Save Directory: the directory in which the output files will be created.

e Output Separator: the character used to separate values in the generated table.

3.5 Configuration File

The first time the plugin is executed, it will generates a niiConfig.txt file in the NII_Plugin
folder. This file contains some parameters of the plugin, and can be changed if necessary.
These parameters are:

We calculate two different roundness measurements, one considering the border perimeter and another considering the perimeter of
the correspondent ellipse. By comparison with IPP, we concluded that border perimeter is the one used by IPP to calculate roundness.
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¢ minArea.maxValue: the minimum value that the Minimum Nuclei Area scrollbar can
have.

¢ maxArea.maxValue: the maximum value that the Maximum Nuclei Area scrollbar
can have.

¢ window.width: the plugin window width.

¢ window.height: the plugin window height.

If for some reason the file gets corrupted or if you want to restore its default values, just
remove it from the NII_Plugin folder the next time the NIl Plugin executes it will create the
original file again.

3.6 Batch Processing

To run the plugin for a batch of files, the user is prompted to define in which directory the
input files are. The plugin will then run, with the same characteristics, for every image
contained in that directory. The valid image formats are: tif (preferable but not restrict to),
irg, jpeg, bmp, png, gif. Like the execution for a single file, the outputs will be saved in the
directory specified by the Save Directory option.

¢ minArea.maxValue: the minimum value that the Minimum Nuclei Area scrollbar can
have.

¢ maxArea.maxValue: the maximum value that the Maximum Nuclei Area scrollbar
can have.

¢ window.width: the plugin window width.

¢ window.height: the plugin window height.

If for some reason the file gets corrupted or if you want to restore its default values, just
remove it from the NII_Plugin folder the next time the NIl Plugin executes it will create the
original file again.

3.6 Batch Processing

To run the plugin for a batch of files, the user is prompted to define in which directory the
input files are. The plugin will then run, with the same characteristics, for every image
contained in that directory. The valid image formats are: tif (preferable but not restrict to),
irg, jpeg, bmp, png, gif. Like the execution for a single file, the outputs will be saved in the
directory specified by the Save Directory option.
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B. Image Pro-Plus 6.0 (IPP) Manual

1. Open your tiff image on IPP

2. In the tab measure select count/size. Into the count/size window, select the tab
measure, followed by select measurements. In the new window opened, click on the
measurements Area, Area/Box, Aspect, Radius Ratio and Roundness, and click ok.

The selection of nuclei can be done individually or for all nuclei together. The next sections
present both options.

A. GROUP SELECTION OF NUCLEI

1. To select nuclei, in the count/size window select the option select colors. Into the new
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3. To get the output data, go to file tab and select data to clipboard. Open an Excel file and
paste your raw data, followed by copy and paste measurement data to NIl Excel file.

B. INDIVIDUAL SELECTION OF NUCLEI

1. After opening the image and selecting the measurements, select this icon G in the
toolbar and the option wand of the new opened box. Click in a single nucleus with the left
mouse button until the correct marking (Figure 7a-b). When the nucleus is correctly
marked, click on another nuclei while pressing the Cir/ key. The marked nucleus becomes
green and the new nucleus to be marked appears in red (Figure 7b). Proceed as done for
the first nuclei and follow these steps until all nuclei are green marked (Figure 7c).

2. After marking as many nuclei as possible, select the tab measure, in the count/size
window, followed by select measurements; in the new window opened, click on the
measurements Area, Area/Box, Aspect, Radius Ratio and Roundness to select them, and
click ok.
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C. Spreadsheet Manual

1. Use different files for different cell type of your test, since different cells have different
nuclear features and the data from the “Normal Nuclei and Settings” will apply for the
whole file

2. Create one spreadsheet for each condition of your test (treatments, time of analysis,
etc). To do this, select the spreadsheet named “Condition1”, press Ctrl and slither the
spreadsheet aside. Rename the new spreadsheets formed according to the treatment.
Data from control must be allocated in the spreadsheet named “Control”.

2. Paste your data from normal nuclei, obtained in IPP6 or ImageJ Plugin, to the related
columns of “NORMAL NUCLEI" area (C11-G11) in the spreadsheet named “Normal
Nuclei and Settings”.

CAUTION! Have in mind that “normal nuclei” do not refer to nuclei with a round
shape. Many cell types present, even when healthy, a high variety of nuclei shapes.
The user needs to choose a group of nuclei that represent this variability of basal
cell culture condition. However, nuclei from mitotic cells and nuclei with clear
abnormalities should be eliminated from this section.

3. Afterwards, if using Excel, exclude the formula of NIl (orange column — column H) of
those lines without data.

CAUTION! Forgetting the formula in lines without raw data (as X will appear)
hampers not only the formation of the ‘normal ellipse’ (Figure 8), but also the
analysis of the experimental data (Figure 8). Do not forget to delete it! In OpenOffice
it is unnecessary.
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Figure 7. Results of ‘normal ellipse’ determination. (A) Wrong distribution and ‘normal ellipse’
formation when the formula of NIl is maintained in the lines where there is no raw data (as X will
appear); (B) Correct ‘normal ellipse’ formation after deletion of NIl formula from those lines without
data to calculate NII.

4. Observe the distribution of nuclei in the graph. The distribution must be homogeneous
and uniform. If a nucleus is located far outside the ellipse, delete it, since probably it is not
a normal nucleus. The user can modify the number of standard deviations (SD) of Area
and NIl (in the option “How many SD is N’ of the box “SETTING THE NORMAL
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Figure 9. Results of separation of nuclei to determine the appropriated settings to
the analysis. (A) Wrong distribution when the formula of NIl is maintained in the lines
where there is no raw data; (B) Correct separation of populations after deletion of NII
formula from those lines without data to calculate NII.

6. Adjust the number of SD that divides populations of nuclei in the options “How many SD
is LI, Sl and I” of the box “SETTING OF ALL OTHER POPULATIONS” — green cells. Take
care to have a representative number of nuclei in each population and the correct
separation of them.

CAUTION! This step is fundamental in the NMA. Use as much nuclei you have,
from all your treatments, so that you can define the best thresholds for the different
populations. As exemplified in Figure 9, a wrong setting will divide the populations
of nuclei nonspecifically, and the analysis will be incorrect.

(A) (B) (C

BSERERE

RN

é
g

o ; 1'0 o ] 10 L 5 10
Nugclear Irregularity Index (NII) Nuclear Irregularity Index (NIl Nuclear Irregularity Index (NII)

Figure 10. Determination of the settings to separate the populations of nuclei. (A) Correct setting to
separate the populations of N, |, LR, LI, SR, S and SI; (B) Settings to separate LR of LI, N of |, and S of SI
are too low; (C) Setting to separate LR of LI, SR of S and S of Sl are too high.

6. Paste the data obtained for nuclei of cells exposed to the different conditions in the
related spreadsheet.
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CAUTION! Each experiment must be pasted in the appropriate location.The plugin
provides boxes for a total of ten experiments, with a place for 500 nuclei for each
condition (Experiment 1 from line 13 to 512, Experiment 2 from line 513 to line 1012
and so forth).

CAUTION! Forgetting the formula of NIl in lines without raw data hampers the
analysis of the experimental data (Figure 8). Do not forget to delete the Xs when
using Excell!

7. Evaluation of data is performed through a broad statistical analysis (columns R-AH).
This analysis shows the number and percentage of nuclei in each group for each
experiment (columns R-Z, lines 1-33), as well as for all experiments combined (columns
AB-AF, lines 1-13). The averages of area and NIl for nuclei in every category of each
experiment are also presented (columns Q-AF, lines 37-52). These averages are shown in
the graph as closed squares.

CAUTION! Don’t change any formula or value on columns starting at AL.
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ANEXO I

Patente de registro - Método de Analise e Mensuracdo Morfométrica Nuclear e Uso do
Método de Analise e Mensuracdo Morfométrica Nuclear

Texto referente &atente Registrada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial - niamero de
registroBR1020120152886), depositada em 21.06.2012.
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Relgtério Descrifivo de P | ;
METODO DE ANALISE E MENSURAGED MoORFOMETRICA NUCLEAR E Uso

0o METODO DE AMALISE E MENSURACAC MORFOMETRICA NUCLEAR

Campo da Invencio

A presente invengio descreve método de andlise e mensuragio
morfoméfrica, além do uso do referido método para determinagdo do
desenvolvimento de mecanismos de proliferacio e morte celular por células
eucaridticas, preferencialmente apoptose, senescéncia, mitose ou catastrofe
mitatica. A presente inven¢ac pertence 3 drea da farmacologia & medicina.

Antecedentes da Invengio

As células eucariotas s80 as células que possuem nucleo definido pela
presenca de um envoltdrio nuclear protetor, onde nucleo celular significa uma
organela celular delimitada por um envoltdrio & que armazenz o material
genstico celular. Esse nicleo, guando nomal, & esférico, ndo apresentando
nenhuma protuberancia ou iregularidade de outra natureza.

A mitose representa processo pelo qual as células eucaridticas dividem
S8US ClomMOossSomos entre duas células filhas; para tal, a célula passa por 4
fases principais, nas quais o nicleo se torna condensado & oS COMOSSOMoS 38
arranjam de diferentes maneiras até a fase de segregagdo para formagio de
dois novos nucleos idénticos. A apoptose, ou morte celular programada tipo |,
consiste na condensagdc celular seguida da  condensacdo  nuclear,
fragmentacdo nuclear e, finalmente, fragmentagdo celular {no chamado
blebhing da membrana). Este é um processo induzido pela maioria das
abordagens quimioterapicas anticAncer classicas, sendo avaliado por técnicas
que mensuram a ativacdo de proteinas envolvidas no processo apoptotico ou
alteracdes na membrana celular. Porém, ndo ha relatos de metodologias de
avaliacdo morfométrica nuclear para avaliagdo de apoptose em populagdes
celulares.

A catastrofe mitdtica € um evento celular que ocorre em células com
defeitos na maguinaria de mitose (genéticos ou induzidos por farmacos) ou que
apresentam dano no DNA e sdo forcadas a seguir no ciclo celular por
alteragdes na sinalizagio do ponto de checagem ao final da fase G2 do ciclo
celular (chamado de ponto de checagem de dano ao DNA). Dessa forma,
durante a mitose, a deficiéncia de um dos componentes envolvidos no
processo ou o conflifo entre a presenca de dano no DNA e a sinalizagSo
defeitunsa do ponto de checagem de G2 leva a mitose defeituosa, chamada de
catastrofe mitética (CM). Este evento normalmente ocorre como precedente &
mornte da célula, apesar de alguns poucos estudos mostrarem que poderia
favorecer a schrevivéncia celular em aneuploidia.

Apds sofrerem uma mitose catastrofica, os nlcleos  celularss
apresentam alia heterogeneidade, invanavelmente iregulares e, quase gue
invariavelmente, aumentados em tamanho. Esta imegularidade pode se
manifestar como a fragmentacdo nuclear, presenca de micronlcleos, projecdes
ou profrusies nucleares, aranjos cromossomicos aberrantes, entre outras
formas.

A senescéncia celular & um processo de parada permanente no ciclo
celular, induzida por replicacdes excessivas, dano em DNA, esfresse oxidativo,
drogas citotdxicas/citostaticas, entre outros. Neste processo, as células
permanecem metabolicamente ativas, recebendo sinalizages e, da mesma
forma, liberando moléculas sinalizadoras autdcrinas e paracrinas para o meio
extracelular. Morfologicamente, a senescéncia € caracterizada pelo
alargamento & achatamento celular aumento do tamanho nuclear em células
em culfura celular e aumento da acidez citoplasmatica. Entretanto, 3 Unica
metodologia objetiva afual para determinagBo da senescéncia celular & o
ensaio da atividade da enzima beta-galactosidase. A atividade desta enzima
esta aumentada em células senescentes, podendo ser avaliada através da
produgdo de substrato cromogénico. Entretanto, este ensaio apresenta
limitaces e pode gerar resultados falso-negativos ou falso-positivos.
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O nlcleo de células eucaridticas contém o material genético responsavel
por muitas caracteristicas celulares, sendo envolto por um  envoltdrio
especializado denominado envoltério nuclear, formado principalmente pela
membrana nuclear além de um arcabouco protdico denominado ldmina
nuclear, tanto na parte interna do ndcleo quanto na parte citosdlica. A
organizagdo do material genético dentro do ndcleo & bastante controlada,
assim como a estrutura morfologica nuclear. Dessa forma, em células
saudaveis, o ndclec sofre alteracdes fenotipicas fisiologicas mais visiveis
apenas na fase da mitose, quando ocorme a condensagdo do material genético
& arranjo cremossomal gque permite a segregagio dos mesmos para os pélos
celulares, seguido da divisdo celular em duas células-filhas. Neste processo, os
componentes estruturais do envelope celular sdo desfeitos para permitir as
alteragdes morfologicas fundamentais @ mitose, apos a qual ha novamente a
formagdo do envolidrio nuclear. Entretanto, quando a célula sofre alguma
injuria ou ativacdo de vias de more celular programada, podem ocorrer
alteragdes celulares que culminam ou com a adaptagde celular ao contexto
inadeguadeo ou, mais comumente, com parada no crescimento efou morie
celular. Entre os componentes celulares que sofrem alteracfes nestes dois
Ulimos eventos estd o ndcleo, o gual apresenta alteragfes fenotipicas
especificas em cada evento celular. Entre os processos de inibicdo do
crescimento e morte celular que apresentam alterages morfolagicas nucleares
tipicas & biologicamente significativas estdo a apoptoss, sensscéncia e
catastrofe mitdtica. Dessa forma, a analise do estado morfoldgico nuclear
constituida do tamanho & da forma do nicleo € uma ferramenta adicional
importante  para determinag3o do comportamento celular. Atualmente a
determinacdo da morfologia nuclear & realizada apenas qualitativamente pelo
operador, através da andlise de imagens e determinagdo relativa do nimero de
nicleos alterados, onde a classificacdo como “alterado” & dada subjetivamente
pelo avaliador. A analise morfométrica nuclear & a analise do tamanho e da
forma do nicleo.

No ambito patentario, foram localizados alguns documentos relevantes
que serdo descritos a seguir.

O artigo “Andlise da morfometria nuclear: descricdo da metodologia e o
papel dos softwares de edigdo de imagem” publicado em: Jornal Brasileiro da
Patolegia & Medicing Laboratorial. vel44, ne.l, Ric de Janeiro. Edig3o de
Fevergiro de 2008 descreve método de analise morfoméfrico compreendendo
uso de software, no caso, imageTool 3,0 para mensuragdo automatica de
parametros em curto intervalo de tempo. O intuito principal € complementar o
estudo morfométrico de células comigindo problemas associados a captura das
imagens, como por exemplo, femperatura da amostra, matriz da cor,
iluminagdo desigual, foco, fatores os quais podem dificultar uma cometa
andlise, ou afetar diagndsticos realizados a partir destas analises. A presente
invengio difere deste documento, pois descreve método para andlise
morfoméfrica de células eucaridticas compreendendo padronizag3o de andlise
dos pardmetros através de formula matemafica e separacdo das sub-
populacdes celulares em grupos especificos, determinados pela analise
morfoméatrica; além de descrever o uso do método de analise morfométrica
para a dsterminacdc do desenvolvimento de mecanismos nas células,
especialmente apoptose, senescéncia, mitose ou catastrofe mitdtica; fatos néo
citados ou sugeridos no referido documento.

O documento WO 2011130645 descreve método de detecgdo e andlise
das margens de um fumor, além de analisar parametros morfométricos
nucleares para discriminar entre o tecido normal e tumoral. O referido
documento descreve a realizagBo de uma comparagdo entre uma zona de
interesse do tecido tumoral & das zonas circundantes deste tecido por meio de
andlise morfométrica topoldgica do nlcleo celular. As diferencas encontradas
nestas amostras 8o indicativos de uma margem tumoral. Os espectros de
refletdncia assim obtida da area de interesse sdo comparados com os
espectros de refleténcia da zona circundante.

A presente inven¢do difere de WO 2011130845, pois descreve método
para analise morfométrica de células  eucaridticas compresndendo
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padronizacdo de analise dos pardmetros através de formula matematica e
separagdo das sub-populagdes celulares em grupos especificos, determinados
pela analise morfométrica; além de descrever o uso do método de analise
morfoméfrica para a determinacdo do desenvolvimento de mecanismos nas
células, especialmente apoptose, senescéncia, milose ou catasirofe mitdica;
fatos ndo citades ou sugeridos no referido decumento.

O documento US 2006/0050946 descreve um método automatizado de
andlise morfométrica de células, ndo dependents da andlise de um operador
humano. Para tal, descreve o estado fisiologico das células com base na
recolha automatica de dados de sofiware de processamento de imagem e
analise estatistica destes dados, as imagens das células sdo analisadas por
um software de processamento que determina os varios estados das células
analisadas. Os aspecios das imagens analisadas sdo0: nimero de células na
imagem, a area de pixel de cada célula, perimetro de cada célula, o volume de
cada célula, elipticidade de cada célula, o nimero de nicleos por célula, area
de pixel de cada nlcleo, perimetro de cada ndcleo, o volume de cada ndcleo,
da forma de cada nlcleo, 3 drea de pixel de nicleo, o grau de coloracio para o
acido nucléico em cada nicleo, o nimero de centrdmeros por célula, a area da
secgdo transversal média das células, morfologia, a excentricidade, o grau de
coloragdo para uma proteina citoplasmatica, grau de coloracdo para uma
proteina nuclear e padrio de coloragdo. Estes aspectos sdo analisados para
determinar em que fase do ciclo celular as células se enconfram (se as células
estdo em divisdo, morrendo, em diferenciacdo ou em apoptose, se a sintese de
proteina ou DNA foi inibida, ou se a transcrigdo foi inibida).

A presents inven¢do difers de US 2006/0050946, pois descreve um
método para analise morfométrica de células eucaridticas compraendando
padronizacdo de andlise dos pardmetros através de farmula matematica sem
utiizagdo de soffware para tal, e apés, separagBo das sub-populagdes
celulares em grupos especificos, determinados pela analise morfométrica; além
de descrever o uso do método de analise morfométrica para a determinagdo do
desenvolvimento de meacanismos nas células, especialmente apoplose,
senescéncia, mitose ou catastrofe mitdtica; fatos ndo citados ou sugeridos no
referido documento.

Do que s& depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencio,
de forma que a solugdo aqui proposta possul novidade e atividade inventiva
frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo

A presente invengdo descreve metodologia para mensuragio e analise
morfométrica de células sucaridticas, além do uso do referido meétodo para
determinacdo do desenvolvimento de mecanismos de proliferagio e morte
celular por células eucaridticas, preferencialments apoptose, sensscéncia,
mitese ou catastrofe mitéfica.

A presente invengdc apresenta uma série de vantagens, incluindo:
mensurag 3o padronizada do tamanho e formato de nicleos; permite a analise
de nicleos apoptdticos condensados. Assim, a analise é realizada previamente
a soltura da célula da placa de cultura & a fragmentago celular; permite
determinacdo do estado senescente celular, possibilita a analise de nicleos em
mitose, mais especificamente nicleos condensados nas fases de metafase,
anafase e teldfase; permite determinacdo de evento de catastrofe mitdtica.

E um objeto da presente invengio método de andlise e mensurag3o
morfoméfrica nuclear, compreendendo as etapas de:

a) Obteng3e dos valores de variaveis de morfometria nuclear

) Céleulo de um indice de imegularidade nuclear {NII) para nlcleo;

c) Separacdo das populagdes nucleares a partir do tamanho nuclear e
do NII;

Em uma realizagdo preferencial a obtengdo dos valores de variaveis de
morfometnia nuclear compreende analise de imagens microscépicas.

Em uma realizagdo preferencial a andlise compreende grafico de area
versus NIl
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Em uma realizacdo preferencial o indice de imegularidade nuclear (NII)

ser calculado pela relacdo: NIT=8* 8- c*C+d*D+e* E; onde,

“A" & o tamanho nuclear;

“B" & o aspecto do nlcleo da raz8o dos raios maior & menor da elipse
equivalente ao chjeto;

“C" & a razdo entre 3 area do nlcleo & a area da sua caixa delimitadora
inferida;

“D" & a razdo entre 0 maior & menor raio do nucleo;

“E” & a esfericidade do nucleo segundo a relagdo: Esf= perimetro/(4*m*area); e
onde b=0,90, c=0,87, d=0,95, e=0,92.

Em uma realizagdo preferencial os nlcleos sdo classificados em:
normais (N), nicleos grandes e regulares (GR), nicleos grandes e imegulares
(GI), nucleos com tamanho normal e irregulares (1), nucleos pequenos (P,
nucleos pequenos  regulares (PR) e nicleos pequenos e imegulares (P1).

E, adicionalmente, um ohjeto da presente invencdo o uso do método
para determinagdo de mecanismos de proliferacdo e morte celular por células
eucaridticas.

Em uma realizagdo preferencial os dites mecanismos de proliferacdo e
morte celular sdo apoptose, senescéncia, mitose ou catastrofe mitdtica.

Em uma realizacdo preferencial ditas células eucarioticas sdo células
submetidas a tratamentos farmacolégicos ou modificages genéticas.

Estes e outros objetos da inveng3o serfo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serfo
descritos em detalhes suficientes para sua reproducdo na descrigio a seguir.

Breve Descrigio das Figuras

Figura 1: mostra a descri¢&o tedrica das varidveis utilizadas para calculo
do indice de regularidade nuclear (NIl). Mo esguema, sdo mostradas as
varaveis ufilizadas para o calculo do NIl (esquerda), a definigdo e a
representacdo de cada variavel. Estes pesos podem ser zero ou qualguer outro
valor positivo ou negativo. As varidveis sdo: (A) drea de cada nicleo, (B) razdo
entre o eixo maior ¢ o eixo menor da elipse equivalente ac nicleo, (C) razdo
entre o raio maior e o raio menor de cada nicleo, (D) razdo entra a area de
cada objeto & a area de sua caixa delimitadora inferida, (E) esfericidade de
cada objeto dada pela formula (perimetro)(4*m* area).

Figura 2: mostra um grafico de NIl (eixo x) versus area (eixo v) & a
separagdo das populacdes nucleares através da ferramenta NMA. Os limiares
que definem os conjuntos de ndcleos foram definides com base na distrivuicSo
de todo o conjunto de ndcleos em andlise, podendo ser alterados pelo usuario
da ferramenta de acordo com a populacdo em estudo (@ semelhanca da
metodologia de citometria de fluxo). A elipse representa o intervalo de area e
NIl representativo de nicleos normais (ou regulares). Cruzes representam
nicleos de confrole usados na determinacdo dos parametros para os nicleos
normais deste tipo celular, e tridngulos representam ndcleos teste. Os
quadrados preenchidos representam a média de drea e NIl de cada sub-
populacio de nicleos. As siglas indicam o nome dado & populacdo nuclear do
respectivo quadrante, sendo: GR=grande e regular, Gl=grande e imegular;
MN=ncrmal; I=irregular; PR=pequeno e regular, P=pequeno; PFl=pequeno e
irreqular.

Figura 3: mostra um modelo de grafico obtido apos uma analise NMA
para analise de apoptose. Células foram ftratadas com a droga Vincristina
{vinc), na concantragio de 20 nM. A esquerda, s3o mostradas imagens dos
nicleos (fluorescente — azul) e & direita s80 mostradas as células (visivel). Os
nimeros indicam a porcentagem de ndcleos em cada populagdo nuclear.
Pode-se observar um aumento de células com nlcleos pequenos e regulares
(PR), tipicos de apoptose, e reducdo de niclecs pequenos (P), tipicos de
mitose. N = normal; | = irregular; P = pequeno; GR = grande e regular, P1-F4 =
nuicleos pequenos de 1 a 4.

Figura 4: mostra um modelo de grafico obtido apds uma andlise NMA
para analise de senescéncia. Células foram fratadas com uma combinacio de
drogas indutoras de senescéncia. Em volta do grafico sdo mostradas células
marcadas com um marcador de senescéncia (em azul), 3 esquerda ou acima
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no par de fotos, & os nlcleos das mesmas & direita ou abaixo de cada par
(preto - niicleo - & branco). NUmeros indicam a relago do numero de células
azuis pelo total de nlcleos no respectivo quadrante.

Figura 5: mostra um modelo de grafico obtido apds uma analise NMA
para analise de catastrofe mitotica. Em (A) é mostrada a populago controle,
enquanto em (B) é mostrado o grafico de nlcleos de células tratadas com um
composto indutor de catastrofe mitdtica. Porcentagens indicam a porcentagem
de nicleos em cada populacdo. Em volta do grafico, s830 mostradas imagens
dos nicleos {fluorescente — azul).

o .

Os exemplos aqui mostrados t&m o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

A metodologia consiste na anélise de imagens de nicleos de células
eucaridticas & classificacdo objetiva dos niclecs baseada no tamanho & em um
indice de irregularidade nuclear. Este indice & gerado a partir de guatro
variaveis de regularidade morfométrica, selecionadas através de uma andlise
estatistica objetiva realizada para obteng3o das varidveis minimas capazes de
representar a forma do nucleo. A partir dos dados de tamanho e indice de
imegularidade, & feita a separacdo grafica dos nicleos em sub-populacfes
diferentes representativas de um determinado mecanismo  celular. A
metodologia objeto da presente patente, além de ser pioneira no estudo
morfoméfrico nuclear, apresenta as vantagens da objetividade, sendo assim
mencs sujeita a vieses de avaliagdo, além de mensurar a intensidade de
alteracdo da regularidade e tamanho nucleares, a partir das médias da area e
do indice de irregularidade de cada sub-populagio nuclear, conforme pode ser
notado na figura 2.

Os principais aspectos da presente invengdo serdo descritos a seguir.

As utilizagdes da ferramenta apresentada sdo apenas exemplos de
aplicacdes, ndo devendo ser apropriadas como limitantes da invencdo.
Andlises similares, bem como varidveis com nomenclaturas diferentes, mas
com significado biolégico similares as utilizadas agui devem ser consideradas
denfro do escopo da invencio.

odo ad jse Mor ica M ar (MNA

O nome da metodologia desenvolvida — MMNA - bem como os nomes da
variavel de tamanho celular (nomeada “area”), das varidveis utilizadas para
calculo do indice de iregularidade nuclear (nomeadas “Aspecto”, “Areafcaixa‘,
“Razio de raios” e “Esfericidade”) & o préprio nome do indice de imegularidade
nuclear (NI} so nomes utilizados apenas para facilitar a descricdo ao longo do
relatorio. Dessa forma, nomes alternativos para as mesmas variaveis ou
mesmos significados bicldgicos devem ser considerados dentro do escopo da
metodelogia. MNA consiste nas seguintes etapas, a parir de imagens de
nicleos celulares:

de ireqularidade nuclear e geracdo do MIL
A primeira etapa do MNA consiste em obter os dados de tamanho (arsa)

@ das variaveis de morfologia que comp&em o NII, em um programa de analise
de imagens. As caracteristicas morfométricas (seguidas do nome e
abreviatura) usadas neste método sdo: (A) Tamanho nuclear (drea; area); (B)
Agpecto do nicleo, gue se refere 3 razSo dos raios maior e menor da elipse
aquivalente ao objeto (Aspecto; Asp); (C) razdo enfre a area do nicleo e a area
da sua caixa delimitadora inferida (Areamaixa; Arcx); (D) razdo entre o maior &
menor raio do nicleo (Razdo de Raios; Rr); e (E) Esfericidade do nicleo dada
pela farmula “Esf= perimetro/{4*m*area)” (Esfericidade; Esf). As madidas B, C,
D e E (Asp, Arcx, Rr e Esf, respectivamente) sdo agrupadas em um indice de
irregularidade nuclear (M1} calculado pela farmula;

NII=b*B-c*C+d*D+e*E

Eguagdo 1: Determinagdo do indice de irregularidade nuclear (M)
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Onde: %', ¢, 'd" & 'e° 380 05 pesos atribuidos 3s varidveis B, C, D & E,
respectivamente. Os valores dos pesos ulilizados nos exemplos demonstrados
aqui foram b=0,90, ¢=0,87, d=0,96, e=0,92 e definem uma concretizagdo
preferencial, mas ndo limitante para a presente invencdo. Tais valores foram
obtidos apos analise estatistica, no entanto outros valores, diferentes destes,
podem ser utilizados sem gue o objeto da presente invencdo seja alterado.

A andlise e geracdo de NIl com valores que ndo os citados aqui, de
qualguer maneira, esto dentro do escopo da presents invengdo. O objeto da
presente invengde tem como objetive o significade tedrico das variaveis
utilizadas, independente do nome atribuido s mesmas. Dessa forma, diversos
programas de andlise morfométrica de objetos podem ser utilizados para
obtenc3o das varidveis com significados similares aqueles das variaveis
utilizadas aqui, descritos na figura 1. Da mesma forma, a varavel
representativa do tamanho nuclear foi nomeada “area” apenas para facilitagdo,
estando no escopo da presente patente o significado da mesma, independenta
da nomenclatura.

Separacdo das populacdes nuclearss 3 parlir do famanho e reqularidade
nucleares.

Apos a obtengdo dos dados de area e a geracdo do NIl para cada
nicleo, os dados sdo plotados em um grdfico no qual ha a separacdo das
populacdes de nicleos. Estas populacdes comespondem a: nicleos normais
em area e regularidadse (nicleos controle), a partir dos quais & determinada a
classificagdo dos ndcleos em andlise em normais (N), ndcleos grandes e
regulares (GR), ndcleos grandes e iregularas (GI), ndcleos com tamanho
normal e irregulares (1), nicleos pegquenos (P), nlcleos pequenos e regulares
(PR} e nicleos pequencs e imegulares (Pl). Estas populacdes sao ilustradas na
figura 2. Os limiares gue definem a separacdo entre as populagbes podem ser
alterados pelo usuario para cada andlise executada. A opgdo de eixos (eixo
x=area; eixo y=NII), da mesma forma, ndo & restrita, podendo ser feita da
maneira inversa (eixo x=NIl; eixo y=arsa). E, finalments, 05 nomes das
populacdies utilizados na figura e no texto sdo apenas para faciitar o
entendimento da ferramenta. Nomes altemativos para tais nlcleos devem ser
considerados dentro do escopo da invencio.

Determinacdo do significado hioldgico da distribuicio dos nlcleos.

A distribuicdo dos nlcleos nas diferentes populagbes citadas acima
representa um significado bioldgico especifico. MNicleos que aparecem no
grafico NMA com NIl & areas semelhantes a elipse de nucleos
normais/regulares sdo nlcleos normais (sub-populagdo N); nicleos com NIl
elevado sdo classificado como grandes e imegularas (Gl), iregulares (1) ou
pequencs & imegulares (P1), e usualmente ocorrem em eventos de catastrofe
mitatica; ndclecs pequenos (condensados) e regulares (baixo NIl (sub-
populacio PR) usualmente sdo representativos de apoptose inicial, ndcleos
pequenos (condensados), mas com NIl intermediano (sub-populacdo P) sdo
tipicamenta nicleos em mitose; e, finalmente, nicleos com drea grande, mas
regulares (baixo NII) (sub-populacdo GR) sdo representaivos de células
senescentes. Confirmamos as observagdes acima utilizando o NMA, como
descrito nos exemplos a seguir.

A ufilizacdo da presents ferramenta para gualguer andlise que for
executada se baseia na execugdo das irés efapas descritas acima. Os
exemplos s3o0 apenas demonstracies da funcionalidade da ferramenta, de
modo que analises de outros eventos celulares através da MMA estdc contidas
denfro do escope da invencio.

Realizacio Preferencial
E - Anal Mork ia Nucl

O relato a seguir descreve a analise morfométrica nuclear de uma
populacdo celular para andlise da indugdo de apoptose, confirmado por
metodologias especificas para a inducdo de apoptose (ensaios de anexina &
morfclogia celular).
Material Biologico

A analise da morfometria nuclear para avaliagdo da apoptose pode ser
realizada com células eucaridticas de diferentes espécies expostas a diferentes
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condigbes. Aqui, a andlise foi realizada na linhagem de fibroblastos aviarios
HD11 expostos ao agente quimioterapico vincristina in vitro, havendo um
aumento do nimero de nicleos no guadrante PR (Figura 3). Porém, este
modelo foi utilizado apenas como ferramenta de teste, ndc sendo a analise
limitada a nenhum tipo celular especifico.
Exemplo 2 — Andlise da Morfornetria Muclear na Senescéncia Celular

O relato a seguir descreve a andlise morfométrica nuclear de uma
populacio celular para andlise da indugdo de senescéncia celular, confirmado
por metodologias especificas para a indugio de senescéncia (morfologia
celular e ensaio de bela-galactosidase).

A andlise da morfometria nuclear para avaliacdo da senescéncia pode
ser realizada com células eucaridticas de diferentes espécies expostas a
diferentes condigdes. A presente analise foi realizada em células de gliomas C&
expostas & um tratamento indutor de senescéncia celular, havendo um
aumento do ndmero de niclecs no gquadrante GR, conforme ilustrado na figura
4. Porém, este medelo fol utilizado apenas como ferramenta de teste, ndo
sendo a andlise limitada a nenhum tipo celular especifico.
Exemplo 3 — Andlise da Morfometria Muclear na Catastrofe Mitdtica

O relato a sequir descreve a andlise morfométrica nuclear de uma
populagdo celular para analise da indugdo de catastrofe mitdtica (CM).
Material Bioldgico

A analise da morfometria nuclear para avaliagdo da catastrofe mitotica
pode ser realizada com células eucaricticas de diferentes espécies expostas a
diferentes condigies. A presente analise fol realizada em células da linhagam
de glioblastorma humane UST expostas a um tratamento farmacoldgico indutor
de catastrofe mitdtica, havendo um aumento do nimero de ndcleos nos
quadrantes | e GI, conforme ilustrado na figura 5. Porém, este modelo foi
utilizado apenas como ferramenta de teste, ndo sendo a andlise limitada a
nenhum tipo celular especifico.

Os versados na arte valerizarde os conhecimentos agui apresentados e

poderdo reproduzir a invengio nas modalidades apresentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.

METODO DE ANALISE E MENSURAGED MORFOMETRICA NUCLEAR E Uso

D0 METODO DE ANALISE E MENSURACAO MORFOMETRICA NUCLEAR

1. Método de andlise e mensuragio morfométrica  nuclear
caracterizado por compreender as etapas:

a) Obteng3o dos valores de varidveis de morfometria nuclear

h) Célculo de um indice de imegularidade nuclear {NIl) para nicleo;

¢} Separacdo das populagdes nucleares a partir do tamanho nuclear e
do NII;

2. Método, de acordo com a reivindicagio 1, caracterizado por ufilizar
como variaveis morfometria: area, razdo entre o raio maior @ menor da esfera
equivalente ao nlcleo, razdo entre a drea do nicleo e a area da sua caixa
delimitadora, razo entre 0 maior e menor raio e esfericidade.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela
obtencdo dos valores de varidveis de morfometria nuclear compreendsr a
analise de imagens microscapicas.

4. Método, de acordo com a reivindicagdc 1, caracterizado pelo dito
indice de irregularidade nuclear (MIl) ser calculado pela relagdo:
NI =b*B-c*C+d*D+eo*E; onde,

“A" & p tamanho nuclear;

“B* & o aspecto do nicleo da raz8o dos raios maior e menor da elipse
equivalente ao chjeto;

“C" & a razdo entre a area do ndcleo & a drea da sua caixa delimitadora
inferida;

“D" é a razdo entre 0 maior e menor raio do nicleo;

“E” é a esfericidade do nicleo segundo a relacdo: Esf= perimefro/(4*m*area); e
onde b=0,%0, c=0,87. d=0,96, e=0,92.

5 Uso do método de andlise e mensuracdo morfométrica nuclzar,
conforme definido em qualguer uma das reivindicagies de 1 a 4, caracterizado
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por ser na determinacdo de mecanismos de proliferagdo e morte celular em
células eucarioticas.

6. Uso, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por os ditos
mecanismos de proliferacdo e morte celular s3o apoptose, senescéncia, mitose
ou catastrofe mitdtica.

7. Uso, de acordo com as reivindicages 4 e 5, caracterizado pelas
ditas células eucaridticas serem  células submetidas a tratamentos
farmacoldgicos ou modificacdes genéticas.

Besumo
METODO DE ANALISE E MENSURACAD MORFOMETRICA NUCLEAR E Uso

00 METoDo DE ANALISE E MENSURACAD MORFOMETRICA NUCLEAR

A presente inven¢3o descreve método de analise & mensuragdo
morfoméfrica, além do uso do referido método para determinagdo do
desenvolvimento de mecanismos de proliferacio e morte celular por células
eucaridticas, preferencialmente apoptose, senescéncia, mitose ou catastrofe
mitatica.
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Eduardo Cremonese Filippi Chiela
Bolsista de Doutorado do CNPq

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/0726009160227341
Ukima atualizago do curriculo em 12/04/2014

Bacharel em Biomedicina laureado em 2008 pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e Mestre em Biologia Celular e Molecular pelo Programa de Pds-graduacdo em Biologia
Celular / UFRGS. Atualmente, € bolsista de Doutorado do CNPg pelo mesmo programa de pés-
graduacdo, no Laboratdrio de Sinalizacdo e Plasticidade Celular, no Departamento de Biofisica da
mesma universidade, sob orientagdo do prof. Guido Lenz, Desenvolve atividades relacionadas a
biologia celular e molecular de tumores cerebrais (gliomas) in vitro e in vivo, abordando as
principais vias de sinalizacio celular envolvidas na resisténcia e resposta desses tumores a diversos
agentes farmacoldgicos, tais como Resveratrol e Temozolomida, bem como a inferacdo e o
crosstalk entre mecanismos de proliferacdo e morte celular como autofagia, ciclo celular, apoptose,
senescéncia, necrose, catastrofe mitdtica, entre outros. E colaborador em projetos que envolvem
terapia génica e silenciamento de genes apoptdticos em células de gliomas, modeles in vivo de
gliomas em ratos e camundongos, entre outros, Suas areas de atuacdo induem biologia e biofisica
celular, biologia molecular, farmacologia molecular e celular. Além da pesquisa basica, tem grande
interesse na parte de didatica e ensino. (Texto informado pelo autor)
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Endereco

Endereco Profissional Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Biociéncias.
Avenida Bento Gongalves, 9500 = Departamento de Biofisica, Laboratério de
Sinalizacgo e Plasticidade Celular
Agronomia

90501970 = Porto Alegre, RS = Brasil
Telefone: (51) 33087620
URL da Homepage: http:/fwww.ufrgs, br/labsinal

Formacdo académica/titulagao

2011 Doutorado em andamento em Programe de Pds=Graduacao em Biologia Celular
e Mokcuker.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasik
Titulo: Efeitos a longo prazo de tratamentos agudos com drogas anticancer em
Glioblastomas,
Orientador: 9 Guido Lenz.
Boksista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico,
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2009 - 2011 Mestrado em Biologia Celular e Molecular (Conceito CAPES 6).
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasi

Titulo: A AUTOFAGIA E O CICLO CELULAR DESEMPENHAM PAPEL CENTRAL NO
MECANISMO DE ACﬁO DO RESVERATROL E DO CO=TRATAMENTO COM
TEMOZOLOMIDA EM CELULAS DE LINHAGENS DE GLIOBLASTOMA
HUMANO,Ano de Obtengdo: 2011,

Orientador: Guido Lenz.
Boksista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
CNPg, BrasiL
Palavras-chave: autofagia; gliomas; Resveratrol; temozolomida; ciclo celular;
apoptose.
Grande area: Ciéncias Biolgicas / Area: Biofisica / Subérea: Biofisica Celular,
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Farmacologia / Subérea: Farmacologia
Bioguimica e Molecular.
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biclogia
Molecular.

2005 - 2008 Graduagdo em Biomedidina.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasi
Titulo: Alteragdes Induzidas pelo Resveratrol e Efeito da Combinagio deste
com Temozolomida em Células da Linhagem de Globlastoma Humano U87-MG.
Orientador: Guido Lenz.

Atuacdo Profissional

International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology - Italy, ICGEB-ITALY, Italia.

Vinculo institucional
2012 - 2015 Vinculo: Integrante, Enquadramento Funcional: Integrante, Carga horaria: 20

Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul, PUCRS, Brasil

Vinculo institucional
2009 - Atual Vinculo: Coleborador, Enquadramento Funcional: Colaboradar

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, BrasikL

Vinculo institucional

2008 - 2009 Vinculo: Estagio Realzado, Enquadramento Funcional: Estagidrio, Carga
horéria: 40
Outras informacoes Estagio Supervisionado - Setor de Fertilzacdo Assistida

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRRGS, BrasiL

Vinculo institucional

2011 - Atual Vinculo: Bolsista de Doutorado, Enquadramento Funcional: Boksista de
Doutorado, Regime: Dedicacao exclusiva.

Vinculo institucional

2009 - 2011 Vinculo: Livre, Enquadramento Funcional: Bokista de Mestrado, Regime:
Dedicacao exdusiva.

Vinculo institucional

2006 - 2008 Vinculo: Livre, Enquadramento Funcional: Iniciagdo Cientifica, Carga horaria:
20, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Atividades
03/2012-08/2012 Ensino, Biomedicina, Nivel: Graduacao

Disciplinas ministradas

Citologia para Biomedicina - BIO05033 - Atividade Didatica Orientada
03/2009 - 08/2009 Ensino, Biomedicina, Nivel: Graduagéo

Disciphnas ministradas
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08/2008 - 02/2009

07/2006 - 12/2008

08/2005 - 12/2005

Projetos de pesquisa

Biofisica Biomédica II - BIO 10014 - Atividade Didatica Orientada
Estagios , Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Fertilzacdo
Assistida/Reproducdo Humana.

Estagio realizado

Fertilzacio Assistida,

Estégios , Instituto de Biociéncias, Departamento de Biofisica.

Estagio realizado
Laboratdrio de Sinalzaco e Plasticidade Celular.

Estagios , Instituto de Ciéncias Basicas e da Salde, .
Estagio realizado
Departmaneto de Ciéncias Morfoldgicas - Histologia e Embriologia.

2013 - Atual

2012 - 2015

2011 - 2014

2009 - 2012

2009 - Atual

2008 - 2011

Prospeccao de alvos terapéuticos/biomarcadores para o carcinoma cervical:
relagao do receptor P2X7 com célules=tronco tumorais, resisténcia a
quimioterapicos e proteinas oncogénicas do HPV

Situacgo: Em andamento; Natureza: Pesquisa,

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela = Integrante / Paok de Andrade
Mello = Integrante / Aline Beckencamp = Integrante / Andréia Buffion =
Coordenador / Franciele Kipper = Integrante / LENZ, G = Integrante /
Alessandra N, Bruno = Integrante,

Role of autophagy in the growth and therapy of ghomas in vivo

Descrigdo: O objetivo deste projeto de pesquisa é avaliar o papel da autofagia
na terapia de gliomas, Serdo silenciados genes essenciais para a autofagia em
gliomas e estes serdo testados em um modebo in vivo..

Situacdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (2) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (2)

Integrantes: Eduardo Crermonese Filippi Chiela - Integrante / Lenz, G. -
Coordenador / Luiz Fernando Zerbini - Integrante / Ana Maria O Battastini -
Integrante.

Financiador(es): International Centre for Genetic Engineering and
Biotechnology - Italy - Auxilio financeiro.

Universal 2011

Descrigao: Mecanismos da manutengdo do efeito cronico de umtratamento
quimioterapico agudo em células tumorais: papel da autofagia e sua integragdo
com senescéncia e apoptose..

Situagdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela - Integrante / Lenz, G. -
Coordenador.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifica e
Tecnolbgico - Auxilio financeiro.

Efeito de chakconas derivadas da quinoxalina em células tumorais
Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela - Integrante / Tania Regina
Mielcke - Integrante / Maria Martha Campos - Coordenador.

Papel do receptor purinérgico P2X7 no crescimento de gliomas emum modelo in
vivo

Situacao: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela = Integrante / Tamajusuku, A, =
Coordenador.

Universal 2008

Descrigao: O papel da autofagia em gliomas = relagdo e crosstalk entre
mecanismos de morte celular induzida por quimioterdpicos em gliomas.
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2007 - 2011

2007 - Atual

2006 - 2008

Revisor de periddico

Situagdo: Conduido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela - Integrante / Lenz, G. -
Coordenador.

Numero de produgdes C, T&A: 1

Interferéncia de RNA e super expressao de umtransgene através de vetor
viral como ferramenta para a medulacdo de apoptose em ghomas

Situacao: Condluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela - Integrante / Lopez, P.L.C; =
Coordenador.

Numero de produgbes C, T&A: 1
Efeito e mecanismo da N=acetilcisteina (NAC) no crescimento e morte de
células de Hepatocarcinoma Celular (HCC)

Situagdo: Emandamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela = Integrante / Nélson Alexandre
Kretzmann Filho = Coordenador.

Efeito dos polifendis no crescimento e morte de gliomas em modelo in vivo
Situacgo: Conduido; Natureza: Pesquisa,

Integrantes: Eduardo Cremonese Filippi Chiela = Integrante / Zamin, L.L. =
Coordenador,

Nimero de produgdes C, T & A: 2

2013 - Atual
2013 - Atual

Areas de atuagdo

Periddico: Caderno Pedagdgico (Lajeado. Online)
Periodico: World Journal of Medicine and Medical Science Research

1. Grande area: Ciéncias Biokgicas / Area: Bioquimica / Subérea: Bialogia
Molecular.

2. Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Morfologia / Subarea: Citologia e
Biokgia Celular.

3. Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Biofisica / Subarea: Biofisica Celular.

4, Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Farmacologia / Subérea: Farmacologia
Bioquimica e Molecular.

Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Bem, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, L& Razoavelmente,
Escreve Razoavelmente.

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem,

Italiano Compreende Pouco, Fala Pouco, L& Pouco, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2012

Mengcdo Honrosa pelo trabalho intitulado "RESVERATROL POTENCIALIZA O

EFEITO CITOTOXICO CRONICO DA TEMOZOLOMIDA EM CELULAS DE GLIOMA:

PAPEL DA SENESCENCIA E DANO AO DNA", apresentado na XXVII FeSBE,
Federacio das Sociedades de Biologica Experimental,
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2010 Titulo - Mestre em Biolegia Celular e Molecular, Programa de Pds-Graduagio em
Biclgia Celular e Molecular-Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
2008 Laurea Académica = Biomedicina, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
2008 Titulo - Bacharel em Biomedicina, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Produgdes

Producdo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

[ Ordem Cronologica Y]

1, PEREIRA, M. S. L. ; ZENKI, K. ; CAVALHEIRO, M. M. ; THOME, C. C. ; FILIPPI-CHIELA, E. G ; Lenz, G. ;
SOUZA, D. O. G. ; OLIVEIRA, D. L. . Cellular Senescence Induced by Prolonged Subcukure Adversely Affects
Glutamate Uptake in C6 Lineage. Neurochemical Research JCR, v. 40, p. 1-12, 2014,

2. W Filippi-Chiela, Eduardo C ; THOME, MARCOS PAULO ; BUENO E SILVA, MARDJA MANSSUR ;
PELEGRINI, ALESSANDRA LUIZA ; LEDUR, PITIA FLORES ; GARICOCHEA, BERNARDO ; ZAMIN, LAUREN L ; Lenz, Guido
. Resveratrol abrogates the Temozolbmide-induced G2 arrest leading to mitotic catastrophe and reinforces the
Temozolomide-induced senescence in glioma cells, BMC Cancer (Online) JCR, v, 13, p, 147, 2013,

Citagbes: wee oF sacnce~ 3 | SCLUPUS 4

3. i FILIPPI-CHIELA, E C ; VESSONI, A T ; MENCK, C FM ; LENZ, G . Autophagy and genomic integrity. Cell
Death and Differentiation JICR, v, 20, p. 322, 2013,

a, OLIVEIRA, C. B, ; COMUNELLO, L. N. ; MACIEL, E. S. ; GIUBEL, S. R. ; BRUNO, A. N. ; FILIPPI-CHIELA, E.
C.; LENZ, G ; GNOATTO, S. C. B. ; BUEEON, A, ; GOSMANN, G. , The Inhibitory Effects of Phenolic and Terpenoid
Compounds from Baccharis trimera in Siha Cells: Differences in their Activity and Mechanism of Action, Molecules (Basel,
Online) JcR, v, 18, p, 11022-11032, 2013,

5. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; BUENO E SILVA, MARDJA MANSSUR ; Lenz, G. . Recent Patents on Morphometric
Analysis of Eukaryotic Cells, Recent Patents on Medical Imaging, v. 3, p. 123-134, 2013,

6. Zamin, L.L. ; FILIPPI-CHIELA, EC; Vargas, 1.E, ; MEURER, L. ; SOUZA, A, P, ; BONORINO, C. ; Salbego,
C. ; Lenz, G. . Quercetin Promotes Glioma Growth in a Rat Model Food and Chemical Toxicology R, v. X, p. xx-xx,
2013.

Citagbes: SCEPUS 4

7. Lopez, Patricia L.C. ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Silva, Andrew O. ; Cordero, Elvira A.A. ; Garcia-Santos,
Daniel ; Pelegrini, Alessandra L. ; Reder, Gleice M. ; Barbieri, Nicolle L. ; Lenz, Guido . Sensitization of Glioma Cels by X-
Linked Inhibitor of Apoptosis Protein Knockdown. Oncology (Basel) Jcr, v. 83, p. 75-82, 2012.

8 ir Filippi-Chiela, Eduardo C, ; Oliveira, Manuel M, ; Jurkovski, Bruno ; Callegari=Jacques, Sidia Maria ;
Silva, Vinicius Duval da ; Lenz, Guido ; Lebedeva, Irina V. . Nudear Morphometric Analysis (NMA): Screening of
Senescence, Apoptosis and Nudear Irregulerities, Plos One iCR, v, 7, p. €42522, 2012,

Citagbes: WEE OF SOENCE™ 2 | SCLGPUS 4

9. Kretzmann Filho, AN ; FILIPPI-CHIELA, E. C, ; Matte, U, ; Marroni, N, ; Marroni, C,A, . N-acetykysteine
improves antitumoural response of Interferon alpha by NF-kB downregulation in kver cancer cels. Comparative
Hepatology, v. 11, p. 4, 2012.

Citagbes: SCLEPUS 1
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10. Mielcke, Ténia R. ; Mascarelo, Alessandra ; FILIPPI-CHIELA, E. C, ; Zanin, Rafael F. ; Lenz, Guido ;
CESAR LEAL, PAULO ; Domeneghini Chiaradia, Louise ; Yunes, Rosendo A. ; Nunes, Ricardo J. ; NUMES, R. 1. ;
Battastini, Ana M.O. ; Morrone, Fernanda B. ; CAMPOSA, MARIA M. . Activity of novel quinoxaline=derived chakones
on in vitro glioma cell proliferation. European Journal of Medicinal Chemistry JCRr, v, 51, p. 300, 2012,

11, iy Filippi-Chiela, Eduardo C. ; Villodre, Emilly Schlee ; Zamin, Lauren L. ; Lenz, Guido . Autophagy
Interplay with Apoptosis and Cell Cyde Regulation in the Growth Inhibiting Effect of Resveratrol in Gioma Cells. Plos
OneJCR, v, 6, p. 20849, 2011.

CitagBes: wes oF saEncE~ 31 | SCLGPUS 37

12, Zamin, Lauren L. ; Filippi-Chiela, Eduardo C. ; Dillenburg-Pilla, Patricia ; Horn, Fabiana ; Salbego,
Christianne ; Lenz, Guido . Resveratrol and quercetin cooperate to induce senescence-like growth arrest in C6 rat
glioma cells. Cancer Science JEr, v. 100, p. 1655-1662, 2009.

Citagbes: wes oF saEncE™ 32 | SCLUPWS 41

Capitulos de livros publicados

1. Filippi~Chiela, Eduardo C.; Lenz, G. ; Zamin, L.L . Quercetin: Sources, Bioavailability and Effects on Cancer
Cebs. In: Taiki Chikamatsu and Yuudai Hida. (Org.). Quercetin: Dietary Sources, Functions and Heakh Benefits,
40ed.Nova York: Nova Publishers, 2013, v. 1, p. 57-82.

2, Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Lenz, G. ; Zamin, L.L . Can we Prevent Cancer? The Role of Resveratrolin
Chemoprevention.. In: Dominique Delmas. (Org.). Resveratrol: Sources, Production and Heakh Benefits. led.Nova
York: Nova Publishers, 2013, v. 1, p. 311-344,

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

1. FILIPPI-CHIELA, E. C.; Zamin, L.L. ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol potencializa o efeito da temozolomida e
induz parada em G2/M e autofagia em célules de glioma humano UB7-MG. In: II Simpésio Internacional Vinho e SalGde,
2008, Bento Gongalves/RS. Anais do II Simpdsio Internacional Vinho e Satde, 2008. v. 2.

2, Zamin, L,L ; FILIPPI-CHIELA, E, C, ; Barbieri, N, ; Horn, F, ; Salbego, C, ; Lenz, G, . Avaliagdo das propriedades
antitumorais dos compostos bioativos do vinho Resveratrol e Quercetina e potenciais mecanismos de agao, In: 11
Simpésio Internacional Vinho e Salde, 2008, Bento Gongalves-RS, Anais do II Simpésio Internacional Vinho e Salde,
2008,

Resumos publicados em anais de congressos

1, MINUSSI, D. ; HENZ, B, ; FILIPPI-CHIELA, E C ; Oliveira, M.M, ; LENZ, G In Silico Analysis of Tumor Evolution,
In: Sdo Paulo School of Advance Sciences on Oncogenesis and Translational Medicin School, 2014, S3o Paulo, SP,
Brazil. Sao Paulo School of Advance Sciences on Oncogenesis and Translational Medicin School, 2014.

2, NASCIMENTO, J. ; MELLO, P. A, ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; KIPPER, F. ; WINK, M. ; Lenz, G. ; BUFFON, A. . P2X7
Knockdown Increases Cell Viability of Human Cervival Cancer Cell Lineage after ATP Treatment. In: 4th Brazilan Purine
Club Meeting, 2013, Canela, RS, Brazil Anais do 4th Brazilian Purine Club Meeting, 2013.

3. NASCIMENTO, J. ; MELLO, P. A. ; FILIPPI-CHIELA, E C ; BECKENCAMP, A. ; BERTODO, D. S. ; BRUND, A. N. ;
WINK, M. ; Lenz, G. ; BUFFON, A. . O PAPEL DO RECEPTOR P2X7 NO DESENVOLVIMENTO DE CARCINOMA CERVICAL
HUMANO. In: 332 Semana Cientifica do HCPA, 2013, Porto Alegre. Anais da 332 Semana Cientifica do HCPA, 2013.

4. Tamajusuku, A. ; KIPPER, F, ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; FLORES, D, ; Reder, G.M, ; MEURER, L. ; BATTASTINI, A,
; ROESLER, R, ; Lenz, G, ; WINK, M, . The role of P2X7 receptor in glioma cells, In: AACR-NCI-EORTC International
Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics, 2013, Boston, MA, USA, AACR-NCI-EORTC International
Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics, 2013,

5. FILIPPI-CHIELA, E, C.; Qliveira, M.M, ; Jukovsky, B. ; Calegari Jacques, S.M. ; Da Silva, V.D. ; Lenz, G. .
Nudear Morphometric Analysis (NMA): A New Method for Screening of Apoptaosis, Mitosis, Senescence and Mitotic
Catastrophe, In: 10th International Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Braziian Society for Cell Biclogy,
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2012, Rio de Janeiro. Abstracts fromthe 10th International Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian
Society for Cell Biology, 2012.

6. Zamin, L.L. ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Pekegrini, AL ; Salbego, Christianne ; Lenz, G. . Resveratrol and Quercetin
Induce Senescence-like Growth Arrest in Giorma Cels by Increasing DNA Damage. In: 10th International Congress in
Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro. Abstracts fromthe 10th
International Cangress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012.

7. MELLO, P. A. ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; BECKENCAMP, A. ; BERTODO, D. S. ; NASCIMENTO, J. ; CAUL, L. N. ;
CASALL E, ; BRUNO, A, N, ; PACCEZ, 1, ; ZERBINI, L F, ; WINK, M, ; Lenz, G, ; BUFFON, A, , ATP = Induced Cel
Death By P2x7 Receptor In Human Cervical Carcinoma Cell Line, In: 10th International Congress in Cell Biology and
16th Meeting of the Brazilan Society for Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro, Abstracts from the 10th International
Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012,

8. ARIGONY, A. L. V. ; MILANO, L. ; LIMA, M. ; JUCHEM, A, L. M. ; TRINDADE, C. ; MACHADO, M. ; BORDIN, D. L. ;
FILIPPI-CHIELA, E.C. ; Lenz, G. ; PRA, D. ; HENRIQUES, J. A. P. . Evaluation of Iron Supplemented Media Culture in
the Celluler Viability and Genormic Stability of Cell Lines MRC5 and HepG2. In: 10th International Congress in Cell Biology
and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012, Rio de Janeiro, Abstracts fromthe 10th International
Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012,

9. SILVA, M. M. B. E. ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Zamin, L.L. ; THOME, M. P. ; Pelegrini, AL ; Lenz, G. .
Resveratrol potencializa o efeito citotdxico crénico da temozolomida em células de gloma: papel da senescéncia e dano
ao DNA, In: XXVII Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental, 2012, Aguas de Linddia. Anais
da XXVII Reunido Anual da FeSBE, 2012,

10. Vargas, JE ; SUHRE, T. ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Silva, AO ; Lenz, G. . Senescéncia Celuler Induzida pelo
Tratamento Camrbinado de Resveratrol e Quercetina com Butirato de Sddio em Globlastomas. In: XXVII Reunido Anual
da Federacfio das Sociedades de Biologia Experimental, 2012, Aguas de Linddia - SP, Anais da XXVII Reunidio Anual da
Federagdo das Sociedades de Biologia Experimental, 2012,

11. ARIGONY, A. L. V. ; MILANO, L. ; LIMA, M. ; JUCHEM, A. L. M. ; TRINDADE, C. ; MACHADQO, M. ; BORDIN, D. L. ;
Filippi-Chiela, Eduardo C, ; Lenz, G. ; PRA, D. ; HENRIQUES, 1. A, P. . Avaliacdo da Influéncia de Meio de Cultura
Suplementados com Ferro na Viabilidade Celuler e na Estabilidade Gendmica das Linhagens MRC5 e HepG2. In: XIV
Reunido Anual do PPGBCM, 2012, Porto Alegre. Livro de Resumos do XIV Reunido Anual do PPGBCM, 2012.

12. Silva, AO ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; HUTTEN, M. ; SILVA, M. M. B. E. ; Lenz, G. . Avaliacao de Alteracdes
em Processos Celulares em Linhagens de Gliomas com Resisténcia Induzida a Temozolomida, In: XIV Reunido Anual do
PPGBCM, 2012, Porto Alegre, Resumos da XIV Reuniao Anual do PPGBCM, 2012,

13. Filippi-Chiela, Eduardo C, ; SILVA, M. M. B. E. ; THOME, M, P, ; Lenz, G. . Papel da Autofagia na Senescéncia
Induzida por Temozolomida em Células de Glioma. In: XIV Reunido Anual do PPGBCM, 2012, Porto Alegre. Resumos da
XIV Reunigo Anual do PPGBCM, 2012,

14. Vargas, JE; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; SUHRE, T. ; Silva, AO ; BONATO, D. ; Lenz, G. . Senescéncia Induzida
pelo Tratamento Combinado de Resveratrol e Quercetina com Butirato de Sédio. In: XIV Reunido Anual da PPGBCM,
2012, Porto Alegre. Resumos da XIV Reuniao Anual do PPGBCM, 2012.

15. MELLO, P. A. ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; BECKENCAMP, A. ; BERTODO, D. S. ; NASCIMENTO, 1. ; CALIL, L. N. ;
CASALI, E. ; BRUNO, A. N. ; PACCEZ, ). ; ZERBINI, L. F. ; WINK, M. ; Lenz, G. ; BUFFON, A. . ATP - Induced Cel
Death is modulated by P2x7 Receptor In Human Cervical Carcinoma Cell Line.. In: Cell Symposia: Halimarks of Cancer,
2012, san Francisco. Annak of the Cell Symposia: Hallmarks of Cancer, 2012,

16. Lenz, G, ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Zamin, L.L. The Role of Autophagy, Cell Cycle and Mitotic Catastophe in
the Effect of Resveratrol and Its Co=Treatment With Temozolomide in Glioblastoma Cells, In: 2011 CSHL = Meeting on
Cell Death, 2011, New York, 2011 CSHL = Meeting on Cell Death, 2011,

17. FILIPPI-CHIELA, E.C.; Zamin, L.L ; Lenz, G. . Crosstalk among apoptosis, autophagy and cell cycle regulation
in response to temozolomide and resveratrol in glioma. In: Signaling in Cell Death, Cancer and the Immune System,
2010, Angra dos Reis, R], Brazil. Einstein = Official publication of the Albert Einstein Institute, 2010. v. 8. p. 579-579.

18. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L ; Lopez, P.L.C ; Lenz, G. . The Role of Autophagy on the Toxicity of
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Resveratrol in Human Glioblastoma Celks... In: 50th Annual Meeting of the American Society of cell Biology, 2010,
Phyladelphya. 50th Annual Meeting of the American Society of cell Biology, 2010.

19. Lopez, P.L.C ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Cordero, E.A.A. ; Garda, D.S. ; Reder, G.M. ; Lenz, G. . XIAP Or
Survivin Silencing Affect Sensitivity To Specific Drugs in Glioma Cells. In: 50th Annual Meeting of the American Society
of cell Biology, 2010, Phyladelphya. 50th Annual Meeting of the American Society of cell Biology, 2010.

20. Zamin, L.L; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Pelegrini, AL ; Salbego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol and Quercetin Induce
Senescence-like Growth Arrest by Increasing DNA Damage and Phosphorylation of H2AX. In: X000X Annual Meeitng if
the Brazilian Biochemsitr and Moleculer Biokgy Society", 2010, Foz do Iguagu, PR, Brazil, Xo0{IX Annual Meeitng if the
Brazilian Biochemsitr and Moleculer Biology Society”, 2010,

21, Kretzmann, N, ; FILIPPI-CHIELA, E. C, ; MAURIZ, J.L. ; Matte, U. ; Marroni, N. ; Marroni, C.A. . NAC increases
the interferon alpha response in cancer fver cels by NF-KB pathway. In: The EASL special conference on hepatocelular
carcinoma: from genomics to treatment, 2010. The EASL special conference on hepatocelluler carcinoma: from
genorics to treatment, 2010.

22. Kretzmann Filho, AN ; FILIPPI-CHIELA, E. C, ; MAURIZ, 1.L. ; Matte, U. ; Marroni, N. ; Marroni, C.A. . NAC
increases the interferon alpha respense in cancer ver cells by NF-KB pathway. In: XXII Congresso da Associagdo
Latino Americana para o Estudo do Figado, 2010. XXII Congresso da Associagdo Latino Americana para o Estudo do
Figado.

23. Rizzo, LB ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L ; Lenz, G. . Resveratrol e Quercetina exercem efeito citotdxico
aditivo em glioma p53+ através da indug3o de senescéncia. In: XXI Sako de Iniciacdo Cientifica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, 2009, Porto Alegre. Livro de Resumos do XXI Salio de Iniciac3o Cientifica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre: Editora da UFRGS, 2009.

24. lopez, P,LL,C; Silva, AO ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Vargas, JE ; Zamin, LiL ; Lenz, G, , RNA interference to the
caspase inhibitors XIAP and Survivin modulate apoptosis in gioma. In: YoOVIII Annual Metting of SBBq, 2009, Aguas de
Lindéia, SP, Brazil. Resumos do X00VIII Annual Metting of SBBqg, 2009.

25. FILIPPI-CHIELA, E. G, ; Zamin, L.L ; Lenz, G, . SENSIBILITY AND POTENTIAL PATHWAYS INVOLVED IN THE
RESPONSE OF GLIOMA LINEAGE C6 TO RESVERATROL AND QUERCETIN., In: XXXVII Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBg) e XI Congresso da Associagdo Panamericana de bioquimica e Biologia
Molecular (PABMB), 2008, Aguas de Linddia = SP, CD-ROM e XXXVII Reunido Anual da SBBq e XI Congresso da PABMB,
2008,

26. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zarmin, L.L ; Salbego, C. ; Lenz, G, . RESVERATROL POTENCIALIZA O EFEITO DA
TEMOZOLOMIDA E INDUZ AUTOFAGIA EM CELULAS DE GLIOMA HUMANO U87-MG, In: 282 Semana Cient#fica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 2008, Porto Alegre. 282 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Porto Alegre: Fundacdo Médica do Rio Grande do Sul, 2008. v. 28, p. 22-23.

27. Zamin, L.L. ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol and Quercetin modulate PI3-K/Akt
pathway and decrease the cell number of glioma Ineage C6 and U87MG, In: I IBRO/LARC Cengress of Neuroscience of
Latin American, Caribbean and Iberian Peninsula, 2008, Blzios/R]. I IBRO/LARC Congress of Neuroscience of Latin
America, Caribbean and Iberian Peninsuls, 2008.

28. Zamin, L.L; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Tamgjusuku, A. ; Ledur, P.F ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol and
Quercetin decrease the cell number and viability in several glioma lineages. In: VIT S3o Paulo Research Conferences
Cancer: da Biologia Molecular ao tratamento, 2007, Sdo Paulo. VII S3o Paulo Research Conferences Cancér: da
Biologia Molecular ao tratamento, 2007.

29. FILIPPI-CHIELA, E.C,; Zamin, L.L. ; Dilenburg-Pilla, P, ; Sabego, C, ; Lenz, G, . Avaliacao do efeito do
resveratrol, quercetina e paclitaxel sobre a proliferacao da linhagem C6 de glioma de rato. In: XX Reunido Anual da
Fesbe, 2007, Aguas de Lindéia, SP. XX Reunido Anual da Fesbe, 2007.

30. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L. ; Dllenburg=Pilla, P. ; Sabeqgo, C. ; Lenz, G, . Sensibilidade comparada das
linhagens de glioma C6, U87 e GL261 aos potenciais compostos antktumorais resveratrol e quercetina. In: XIX Sao de
Iniciagdo Cientifica, 2007, Porto Alegre. XIX SaEo de Iniciagdo Cientifica, 2007.

31. Zamin, LL ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Sabbego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol and Quercetin induced cell death in
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several glioma lineage. In: IX Reunido Anual do Programa de Pds=Graduagado em Biologia Celuler e Molecular, 2007,
Porto Alegre. IX Reunido Anual do Programa de Pés=Graduacao em Biologia Celular e Molecular, 2007.

32. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L. ; Dilenburg-Pilla, P. ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Sensibiidade comparada das
linhagens de glioma C6, UBY e GL261 aos resveratrol, quercetina e paditaxel. In: 272 Semana Cientifica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, 2007, Porto Alegre. 273 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 2007.

Apresentacoes de Trabalho

1. FILIPPI-CHIELA, E C, (Dis)connecting Autophagy and Senescence Induced by DNA Damage, 2014,
(Apresentacdo de Trabaho/Seminario),

2, Filippi-Chiela, Eduardo . Me diga a origem da informac3o, e te direi quemés: a ciéncia pelas kentes dos métodos
cientificos. 2013, (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

3, FILIPPI-CHIELA, E. C.. Atuacdo do Biomédico na Pds-Graduagdo. 2013. (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia
ou palestra).

4. FILIPPI-CHIELA, E. C.; Oliveira, M. ; Jukovsky, B. ; Callegari Jacgues, S.M. ; Da Silva, V.D. ; Lenz, G. . Nuclear
Morphometric Analysis (NMA): A New Method for Screening of Apoptosis, Mitosis, Senescence and Mitotic Catastrophe.
2012. (Apresentagao de Trabalho/Comunicacdo).

5. Filippi-Chiela, Eduardo C,, Autofagia - Conceitos Tedricos e Metodologias de Analise, 2012, (Apresentagdo de
Trabalho/Conferéncia ou palestra),

6. Filippi-Chiela, Eduardo C.. Morrer ou ngo morrer? Eis a questao = O Papel da Autofagia na Biologia Tumoral.
2011, (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

7. FILIPPI-CHIELA, E. C.. Interagbes entre mecanismos de morte celular no commbate ao cancer: da autofagia a
catastrofe mitdtica. 2010. (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

8. FILIPPI-CHIELA, E. C.; Zamin, L.L; Salbego, C. ; Lenz, G. . Resveratrol and Temozobmide have additive
citotoxic effect, induced autophagy and aker the cyde of U87-MG cells. 2009. (Apresentacao de Trabalho/Conferéncia
ou palestra).

9. FILIPPI-CHIELA, E, C.; Zamin, L,L; Lenz, G, . O papel da autofagia e da modulag3o do ciclo celular no efeito
citotéxico aditivo de esveratrol, 2009, (Apresentagio de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

10. FILIPPI-CHIELA, E. C. . Resveratrol potencializa o efeito da temozolomida e induz parada em G2/M e autofagia
em céluks de glioma humano U87-MG. 2008. (Apresentacdo de Trabalho/Simpdsio).

11, FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Alteragges celulares induzidas pelo resveratrol e
efeito de sua combinagdo com temozolomida em células da linhagem de glioblastoma humano U87-MG. 2008,
(Apresentag&o de Trabalho/Comunicagdo).

12. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L. ; Dilenburg-Pilla, P. ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Sensibiidade Comparada das
Linhagens de Glioma C6, U87 e GL261 aos potenciais compostos anti-tumorais Resveratrol e Quercetina. 2007.
(Apresentagdo de Trabalho/Comunicagdo).

13. FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Zamin, L.L. ; Dilenburg-Pilla, P. ; Sabego, C. ; Lenz, G. . Sensibilidade Corrparada das
Linhagens de Glioma C6, U87 e GL261 aos potenciais compostos anti=tumorais Resveratrol e Quercetina, 2007,
(Apresentagdo de Trabalho/Comunicacdo).

Producdo técnica

Processos ou técnicas
1.
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Filippi-Chiela, Eduardo ; Oliveira, M.M. ; Jukovsky, B. ; Callegari Jacques, S.M. ; Da Siva, V.D. ; Lenz, G. . Patente
INPI - 'Método de andlise e mensuracdo morfométrica nuclear e uso do método de andlise e mensuracio morfométrica
nuclear'. 2012,

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
1. FILIPPI-CHIELA, E C; KELLEM, K. . Fisgados pela Ciéncia. 2013. (Programa de radio ou TV/Entrevista). 51

2. FILIPPI-CHIELA, E C, Limpeza celuler ajuda a nos tornar longevos, 2012, (Programa de radio ou TW/Entrevista),
]

3. FILIPPI-CHIELA, E C. Autofagia para a Sobrevivéncia. 2010, (Programa de radio ou TV/Entrevista), B8

Demais tipos de producdo técnica

1. Filippi-Chiela, Eduardo C.. V Curso de Férias do Programa de Pds-Graduagio em Biokgia Celular e Molecular /
UFRGS. 2013. (Curso de curta duracao ministrado/Outra).

2. Filippi-Chiela, Eduardo C. III Curso de Sinalizacdo Celular em Cancer. 2013. (Curso de curta duracio
ministrado/Extensdo).

3. FILIPPI-CHIELA, E, C., II Curso de Estudo da Sinalizacdo Celuler do Cancer, 2012, (Curso de curta duragio
ministrado/Extensdo),

4. FILIPPI-CHIELA, E, C.. Curso de Cultura de Células = Conceitos e Aplicages (Tedrico=Pratico). 2011, (Curso de
curta durac3o ministrado/Extenséo).

5. Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Ledur, P.F ; Lopez, P.L.C ; Silva, AO ; Vargas, JE ; Villodre, ES ; Lenz, G. . I Curso
de Sinalizaggo Celular em Cancer. 2011. (Curso de curta duracao ministrado/Extensao).

6. Carlini, CR ; Pelegrini, AL ; FILIPPI-CHIELA, E. C. . III Curso de Férias do Programa de Pés-Graduagio em Biologia
Celular e Moleculer da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - As Células. 2010. (Curso de curta duracdo
ministrado/Extensdo).

7. Carlini, CR ; Barbieri, N, ; Pelegrini, AL ; FILIPPI-CHIELA, E, C.. II Curso de Férias do Programa de Pds=

Graduacao em Biologia Celular e Moleculer da Universidade Federal do Rio Grande do Sul=Tema: Microorganismos =
mocinhos ou bandidos?. 2009, (Curso de curta duragdo ministrado/Extensdo).

Patentes e registros

Patente

A Confirmagdo do status de um pedido de patentes podera ser solicitada 3 Diretoria de Patentes (DIRPA) por meio de
uma Certid3o de atos relativos aos processos

1. 7 FILIPPI-CHIELA, E. C., Patente INPI - BR1020120152886, Método de Andlise e Mensuracio Morfométrica
Nuclear (MNA) e Uso do Método de Andlise e Mensuraggo Morforétrica Nuckear, 2012, Brasil.

Patente: Privilégio de Inovacdo, Nimero do registro: BR102012015288-6, data de depésito: 21/06/2012, titulo:
“"Patente INPI - BR1020120152886. Método de Anélise e Mensuragao Morfométrica Nuclear (MNA) e Uso do Métode de
Analise e Mensuragdo Morfométrica Nuclear” .

Bancas
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Participacao em bancas de trabalhos de conclusao

Trabalhos de conclusdo de curso de graduacao

1, DANTAS, D.; FILIPPI-CHIELA, E. C.. Participacdo em banca de Jéssica Miethicki da Silva Gongalves.Investigacdo
de Efeito Antitumoral de Novas Drogas em Linhagens de Melanoma Humano. 2012. Trabalho de Condusdo de Curso
(Graduacao em Biomedicina) - Fundacdo Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre.

2. BONATO, D.; FILIPPI-CHIELA, E, C,, Participacao em banca de Larissa Miano de Souza,Avaliagdo da Indugdo de
Senescéncia e Apoptose pelo Tratamento com Antraciclinas em Fibroblastos Humanos Deficientes no Reparo por
Excisdo de Nudeotideos". 2011. Trabalho de Condusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) - Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

Eventos

Participagdo em eventos, congressos, exposicies e feiras

1. 10th International Congress in Cell Biology and 16th Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, Mudear
Morphometric Analysis (NMA): A New Method for Screening of Apoptosis, Mitosis, Senescence and Mitotic Catastrophe,
2012, (Congresso),

2. 1ist Internation Meeting of Laboratory Animak, 2012, (Encontro).
3. Curso (3h) - Image J: A public domain for image processing and analyslysis. 2012, (Qutra).
4. Encaminhamento de Projetos ao CEP/UFRGS pela Plataforma Brasi (4h). 2012. (Outra).

5. I Curso de Sinalizagdo Celuler em Cancer,AUTOFAGIA - Conceitos tedricos e ferramentas de andlise pratica, 2012,
(Outra).

6. Signaling in cell death survival, proliferation and degeneration. Resveratrol Potentiates the Effect of Temozolomide
by Modulating CellCyde and Inducing Mitotic Catastrophe in Glioblastoma Cels. 2011. (Congresso).

7. SImpostio Novas Fronteiras da Biologia Celular.VINCRISTINA INDUZ APOPTOSE, PARADA NO CICLO CELULAR E
AUTOFAGIA EM CELULAS DE GLIOMA, 2011, (Simpdsia).

8. Curso - "Topicos tedrico-praticos em Neurociéncias”.Curso - "Topicos tedrico-praticos em Neurociéncias”. 2010.
(Outra).

9. IV Semana Académica da Biomedicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul Interagdes entre mecanismos
de morte celular no combate ao céncer: da autofagia a catastrofe mitética. 2010, (Outra).

10. XXXVIII Reunido Anual da Sociedade Brasikeira de Bioquimica e Biologia Molecular. Resveratrol and Temozolomide
have additive citotoxic effect, induced autophagy and alter the cycle of U87-MG cells. 2009, (Congresso).

11. Curso - Cuidados e Manejo de Animais de Experimentacdo. 2009. (OQutra).

12. OXVII Reunido Anual da Sociedade Brasikeira de Bioquimica e Biologia Molkecular (SBBq) e XI Congresso da
Associagdo Panamericana de bioguimica e Biologia Molecular (PABMB), SENSIBILITY AND POTENTIAL PATHWAYS
INVOLVED IN THE RESPONSE OF GLIOMA LINEAGE C6 TO RESVERATROL AND QUERCETIN. 2008. (Congresso).

13. II Simpésio Internacional Vinho e Salide, Resveratrol potencializa o efetio da temozolomida e induz parada em
G2/M e autofagia em células de glioblastorma humano U87=MG, 2008, (Simpdsio).
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14. Curso - Bioinformatica no Desenvolvimento de Vacinas (20h). 2008. (Outra).
15. Curso de Extensdo Basico de Citometria de Fluxo - 20h (tedrico/pratico). 2008, (Outra).

16. 282 Semana Cientifica do Hospital de Clinias de Porto Alegre.RESVERATROL POTENCIALIZA O EFEITO DA
TEMOZOLOMIDA E INDUZ AUTOFAGIA EM CELULAS DE GLIOMA HUMANO U87-MG. 2008. (Qutra).

17. 1Semana Académica de Biomedicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 2007. (Congressa).

18. 272 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Akegre, Sensibilidade comparada das linhagens de glioma
C6, UB7 e GL261 aos resveratrol, quercetina e paditaxel, 2007, (Congresso),

19. XIX Saldo de Iniciacdo Cientifica da UFRGS. Sensiblidade comparada das linhagens de glioma C6, U87 e GL261 aos
potenciais compostos anti=tumorais resveratrol e quercetina, 2007, (Congresso),

20. II Saldo de Iniciacdo Cientifica e Extensao do Centro Metodista IPA. Sensibiidade comparada das Enhagens de
glioma C6, UB7 e GL261 aos resveratrol, quercetina e paclitaxel. 2007. (Congresso).

21. VII Sdo Paulo Research Conferences Cancér: da Biologia Molecular ao tratamento. Resveratrol and Quercetin
decrease the cell number and viability in several ghoma lineages. 2007. (Congresso).

22. XXII Reunido Anual da Fesbe, Avaliacdo do efeito do resveratrol, quercetina e paclitaxel sobre a proliferagdo da
finhagem C6 de glioma de rato, 2007, (Congresso).

23. Best of American Society of Clinical Oncology. 2007, (Congresso).

24. Curso de Extens&o - I Simpdsio de Biologia Molecular Aplicada as Ciéncias da Salde (6h). 2007. (Simpdsio).
25. I Curso de Extensdo - Células-Tronco: Biclogia e Aplicages Clinicas (15h). 2007. (Outra).
26. Curso - Producdo e Manipulagdo de Embrides de Camundongo in vitro (3h), 2007, (Outra).
27. XVIII Sako de Iniciagdo Cientifica da UFRGS. 2006. (Congresso).

28. I Jornada Académica da Biomedicina da FFFCMPA. 2006. (Congresso).

29. Curso - Genética na UFRGS: Pesqguisa e Ensino ao Alcance de Todos (30h), 2006, (Outra),
30. XVII Salo de Iniciacdo Cientifica da UFRGS, 2005. (Congresso).

31. I Congresso Brasikiro de Células Tronco. 2005. (Congresso).

32. IJornada Académica da Biomedicina da FFFCMPA. 2005. (Congresso).

33. I Curso de Manipulecdo Genética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (8h). 2005. (Outra),
34, Curso de Quimica Basica Laboratrorial (30h). 2005. (Outra).

35. Curso - "Planejamento Estratégico - CDG/SINEPE" (24h). 2003. (Outra).

Organizacdo de eventos, congressos, exposigoes e feiras

1. Filippi-Chiela, Eduardo . V Curso de Férias do Programa de Pos-Graduacio em Biologia Celular e Molecular /
UFRGS. 2013. (Outro).

2. lenz, G. ; Vilodre, ES ; Filippi=Chiela, Eduardo C. ; Silva, AO ; KIPPER, F. ; THOME, M. P. ; MINUSSIL, D. . III
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12/4/2014 Curriculo do Sistema de Curriculos Latles (Eduardo Cremonese Filippi Chiela)
Curso de Sinalizagdo Celular no Cancer = Teoria e Pratica em Biologia Tumoral. 2013. (Congresso).
3. Leng, G. ; THOME, M. P. ; Vilodre, ES ; FILIPPI-CHIELA, E. C. ; Ledur, P.F ; KIPPER, F. ; DIEHL, C. ; Silva, AO ;
SILVA, M. M. B, E. ; DALBERTO, T. ; SILVA, M. A, ; Vargas, J.E. . II Curso de Sinakzacdo Celular no Céncer - Teoria e
Pratica em Biologia Tumoral. 2012. (OQutra).

4. Filippi-Chiela, Eduardo C. ; Vilodre, ES ; Vargas, J.E. ; Siva, AO ; Ledur, P.F ; Lopez, P.L.C ; Lenz, Guido . I
Curso de SInalizagdo Celular emCancer. 2011. (Qutro).

5. Carlini, CR ; Pelegrini, AL ; FILIPPI-CHIELA, E. C, . 1II Curso de Férias do Programa de Pds=Graduagio em Biologia
Celular e Moleculer da Universidade Federal do Rio Grande do Su = Tema: As Célulasl. 2010, (Outro).

6. Carlini, CR ; Barbieri, N. ; Pelegrini, AL ; FILIPPI-CHIELA, E. C.. II Curso de Férias do Programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Celular e Moleculer da Universidade Federal do Rio Grande do Sul- Tema: Microrganismos -
Mocinhas ou bandidos?. 2009, (Qutra).

7. FILIPPI-CHIELA, E. C.; Oliveira, M. ; Rocha, C. ; Seminotti, B. ; Martineli, N. . Il Semana Académica de
Biomedicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 2008. (Congresso).

8. FILIPPI-CHIELA, E, C.; Seminotti, B, ; Martinell, N, ; Cohen, C, ; Rocha, C. . I Semana Académica de Biomedicina
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 2007. (Congresso),

9. FILIPPI-CHIELA, E, C.. 12 e 22 Campanhas "Doe sangue, Salve vidas". 2003, (Outro).

Orientagoes

Orientacoes e supervisoes em andamento

Iniciacdo cientifica

1, Mardja Manssur Bueno e Silva. Inducao de autofagia por resveratrol Inicio: 2012, Iniciacdo dentifica (Graduando
em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Fundac3o de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul. (Orientador).

Orientacoes e supervisdes concluidas

Trabalho de conclus@o de curso de graduacao

1. Marcos Paulo Thomé. Nova abordagem para avaliacdo de autofagia utilizando o marcador Laranja de Acridina.
2013. Trabalho de Conclusao de Curso. (Graduacdo em Biomedicina) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul. Orientador: Eduardo Cremonese Filippi Chiela.

Outras informagdes relevantes

2010 = 2012: Representante discente eleito do Programa de Péds-Graduagdo em
Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 2012
- 2013: Representante Discente ne Conselho Cientifice do Programa de Pés-—
Graduagdo em Blelogia Celular = Melecular da Universidade Federal do Rioc Grande
do Sul Membro afiliado da Socisdade Brasileira de Biologia Celular (SBBC)
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