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RESUMO 

Autofagia é o processo de degradação de componentes próprios celulares e parece modular 

senescência e apoptose induzidas por diferentes tipos de injúria, incluindo dano ao DNA. 

Populacionalmente, autofagia ocorre logo após o dano ao genoma, enquanto senescência é a 

resposta crônica das células que resistem à morte celular. Até o momento, nenhum trabalho 

demonstrou o papel da autofagia na senescência de fato, principalmente considerando uma 

análise integrada com morte celular e a ocorrência destes mecanismos a nível de células 

únicas. Inicialmente, desenvolvemos uma metodologia para avaliação do tamanho e forma de 

núcleos de células eucarióticas em cultura, a Análise Morfométrica Nuclear, a qual foi 

validada para análise de apoptose, senescência e irregularidades nucleares. O segundo 

objetivo foi avaliar o papel da autofagia na senescência e morte celular induzidas por dano ao 

DNA em células de glioblastoma, e os mecanismos moleculares por trás desta relação. 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 replaqueamento em meio livre de droga. TMZ induziu autofagia transiente e 

ativação de AMPK-ULK1 e p38 MAPK, acompanhado da supressão crônica da via 

PI3K/Akt/mTOR. O tratamento com TMZ induziu aumento de vários marcadores de 

senescência celular a longo prazo, cuja cinética foi analisada de maneira integrada e 

correlativa, bem como aumentou níveis de ROS, os quais mediaram, ao menos parcialmente, 

a indução de autofagia e senescência. Considerando a relação entre autofagia e senescência, 

observamos uma correlação negativa forte entre os mecanismos a nível populacional. Por 

outro lado, a nível de células únicas esta correlação não foi observada. Através do 

acompanhamento de células únicas nós observamos também uma redução orquestrada da 

autofagia independente da aquisição de fenótipo senescente. Esta redução ocorreu antes, 

durante ou após o aumento da área celular que caracteriza senescência celular, mostrando que 

a redução da autofagia não é necessária para aquisição do fenótipo senescente. Finalmente, a 

ativação da autofagia aumentou o efeito pró-senescente da TMZ, enquanto a supressão da 

autofagia induziu apoptose e reduziu a senescência, sugerindo que a autofagia protege as 

células da morte celular e permite a entrada das células em estado senescente após tratamento 

com TMZ. Neste sentido, também discutimos aqui a importância da análise completa e 

integrada das alterações em mecanismos de proliferação e morte celular induzidas pela 

inibição da autofagia. Em conclusão, autofagia e senescência parecem ser repostas induzidas 

por um mesmo sinal mas com cinéticas diferentes nas células expostas a dano ao DNA, 

estabelecendo uma correlação negativa a nível populacional que não se confirma a nível de 

células únicas. 



11 
 
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 

PI3K/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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APRESENTAÇÃO DA TESE 

 

A presente tese de doutorado é composta de: uma Introdução apresentando os 

principais conceitos envolvidos na parte experimental, que são Autofagia (seção 1), 

Senescência (seção 2) e a relação de autofagia com senescência e apoptose (seção 3). Na 

sequência, são apresentados os seguintes Capítulos: 

CAPÍTULOS I - Artigo original  (PlosOne) - Morphometric Nuclear Analysis. 
Ferramenta/metodologia desenvolvida para análise morfométrica nuclear como técnica 
complementar aos métodos utilizados em senescência, apoptose e catástrofe mitótica. Além 
do artigo, foi depositada um patente de propriedade intelectual de proteção à descrição e uso 
do método, a qual consta como Anexo 2. 

CAPÍTULO II -  Artigo de Revisão (Cell Death and Differentiation) - Autophagy and 
Genomic Integrity. Artigo de revisão sobre o papel da autofagia na manutenção da 
integridade genômica, descrevendo as principais vias ligando Resposta de Dano ao DNA à 
autofagia, e o papel deste mecanismo no desfecho celular. 

CAPÍTULO III - Artigo Original (submetido ao periódico Autophagy) - Single cell 
analysis changes the connection between autophagy and senescence induced by DNA 
damage. Artigo original descrevendo a interação entre autofagia, senescência e morte celular 
em um contexto de dano ao DNA, tanto a nível populacional quanto a nível de células únicas 
(single cell). São descritos os mecanismos moleculares e celulares disparados ao longo do 
tempo de maneira integrada. 

CAPÍTULO IV - Comentário (a ser submetido ao periódico Autophagy) - Sleep or let die: 
two sides of the same coin in the inhibition of autophagy. Comentário acerca da importância 
do planejamento de estudos envolvendo modulação da autofagia e interação desta com outros 
mecanismos de morte e proliferação celular. 

CAPÍTULO V - Short take (a ser submetido ao periódico AgingCell) - Kinetic Analysis Of 
Morphological Alterations In DNA Damage-Induced Senescence In vitro. Descrição da 
cinética de aparecimento de diferentes marcadores morfológicos, moleculares e metabólicos 
em senescência induzida por dano ao DNA In vitro. 

Ao final, é apresentada uma Discussão Integrada dos dados obtidos no trabalho, a 

qual apresenta as principais hipóteses geradas a partir dos resultados bem como as 

perspectivas geradas a partir destas hipóteses.  
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INTRODUÇÃO  

 

 As células eucarióticas são sistemas complexos, expostos continuamente a estressores 
tanto exógenos quanto endógenos. Alguns sinais são inertes às células, enquanto outros 
disparam respostas celulares específicas, tais como a proliferação, morte, alterações 
metabólicas, diferenciação ou transformação celular. Alguns destas respostas são terminais e 
irreversíveis, tais como a morte celular ou a senescência. Por outro lado, alterações 
metabólicas e no mecanismo de autofagia, por exemplo, usualmente ocorrem precocemente 
após um estresse celular, e passam a modular outras respostas celulares. De fato, cada vez 
mais tem se observado que o estudo de mecanismos de proliferação e morte celular requer 
uma análise integrada entre os mesmos, de modo a entender o efeito de um determinado 
contexto sobre as células bem como comportamentos celulares patológicos. 

 O controle específico destes mecanismos bem como da interação entre eles é muito 
fino, desde o desenvolvimento embrionário até a manutenção da homeostase do organismo 
adulto e seu envelhecimento. De fato, alterações em mecanismos de proliferação e morte 
celular parecem estar envolvidas na patogênese de inúmeras doenças. Neste aspecto, quando 
esta análise é ampliada ao processo carcinogênico, a complexidade é ainda maior. Isto porque 
alterações nestes mecanismos e nas interações entre eles são fundamentais tanto para a 
formação, quanto para manutenção, crescimento e resistência de tumores (Hanahan & 
Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011).  

 Apesar dos avanços obtidos nos últimos anos nas áreas básica e clínica da oncologia, 
nos Estados Unidos as mortes por câncer 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), atrás apenas de doenças cardiovasculares. Neste contexto estão os gliomas, 
tumores do Sistema Nervoso Central que acometem aproximadamente 22.500 pessoas por ano 
apenas nos Estados Unidos, dentre os quais 70% são malignos (Ostrom et al., 2013). Entre os 
gliomas malignos, o tipo mais comum (60-70%) e agressivo é o glioblastoma. 
Aproximadamente 25% dos pacientes sobrevivem 2 anos e menos de 10% dos pacientes 
sobrevivem 2 anos livre de doença (Stupp et al., 2005; Darefsky et al., 2012), mesmo após 
cirurgia seguida de radioterapia e quimioterapia com Temozolomida (TMZ), a qual aumenta a 
sobrevida em apenas 2 meses comparado à cirurgia+radioterapia sozinha (Stupp et al., 2005). 
Desde os ensaios clínicos iniciais com TMZ em glioblastomas, em 1999 (Stupp et al., 2005), 
e aprovação da mesma pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2005 (Cohen et al., 
2005), nenhum avanço terapêutico foi obtido contra glioblastomas (Darefsky et al., 2012), 
nem mesmo terapias utilizando anticorpos monoclonais (Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 
2014). Nos últimos anos, na tentativa de entender a natureza agressiva destes tumores bem 
como desenvolver novas abordagens terapêuticas, tem aumentado substancialmente o estudo 
dos mecanismos celulares envolvidos na formação e resistência dos mesmos. Uma vez que 
estes tumores são caracterizados por alta taxa de recorrência, bem como devido ao fato de 
glioblastomas usualmente apresentarem mutações que conferem resistência à apoptose, outros 
mecanismos tem sido bastante estudados nestes tumores, tais como autofagia, catástrofe 
mitótica e senescência(Lefranc et al., 2009; Gdynia et al., 2010; Cerniglia et al., 2012; Chiao 
et al., 2013; Filippi-Chiela et al., 2013a). Neste sentido, o estudo da conexão existente entre 
estes mecanismos é fundamental para o entendimento da formação destes tumores e 
desenvolvimento racional de novas terapias. 
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 Na presente tese, discutiremos os principais aspectos da interação entre autofagia e 
senescência, dois mecanismos envolvidos em proliferação e morte celular para os quais tem 
sido atribuído cada vez mais um papel central na carcinogênese. As seções introdutórias 
abaixo descrevem as principais características destes dois mecanismos, seguido de uma seção 
onde a integração da autofagia com senescência e morte celular é apresentada.  
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1. AUTOFAGIA 

 

 1.1 Conceitos básicos  

 

 Autofagia (auto - próprio; fagia - alimentar-se de) é o processo catabólico pelo qual 
células degradam componentes próprios através da via lisossomal. Autofagia se mantém em 
níveis basais nas células e é induzida por estressores de diferentes naturezas, principalmente 
privação de nutrientes exógenos e dano a componentes celulares como proteínas e organelas. 
Dessa forma, autofagia exerce um papel fisiológico fundamental na manutenção do 
metabolismo energético e controle de qualidade de componentes celulares, tais como 
organelas, proteínas e complexos proteicos (Yang & Klionsky, 2010; Mathew & White, 
2011). A importância da autofagia é corroborada pela observação de que o mecanismo é 
evolutivamente conservado, ocorrendo em C. elegans (Kang et al., 2007), D. melanogaster 
(McPhee & Baehrecke, 2009), plantas (Liu & Bassham, 2012) e mamíferos (Yang & 
Klionsky, 2010). Neste sentido, é importante destacar desde já a natureza citoprotetora da 
autofagia e a diferença entre os termos autofagia e morte autofágica: autofagia é um 
mecanismo de proteção celular, enquanto morte autofágica, na verdade, parece ser um 
conceito incorreto para o qual nunca se obteve comprovação da ocorrência. Na verdade 
células em processo de morte celular podem apresentar marcadores autofágicos, como a 
presença de autofagossomos, mas nunca houve a comprovação de que a autofagia seja a causa 
primária da morte celular, apesar de alguns autores utilizarem este conceito (Levine & Yuan, 
2005; Kroemer & Levine, 2008). 

 Autofagia exerce papel fundamental durante o desenvolvimento. Após a fecundação 
do zigoto, ocorre ativação da autofagia, a qual se mantém elevada até a nidação do embrião 
no fundo do útero. A inibição da autofagia neste contexto suprime a divisão celular e impede 
o desenvolvimento embrionário (Tsukamoto et al., 2008). Da mesma forma, autofagia é 
ativada em inúmeros tecidos logo após o nascimento, e é fundamental para o funcionamento 
correto de órgãos como o coração durante período de privação de nutrientes neonatal (Kuma 
et al., 2004). Em C. elegans a autofagia ativada pela fertilização é responsável pela 
degradação de mitocôndrias paternas no embrião (Sato & Sato, 2011). 

 No organismo adulto e em células em cultura expostas a condições ideais de 
nutrientes, temperatura, pH, atmosfera e adesão, os níveis basais de autofagia se mantém 
reduzidos (entre 5 e 10% das células apresentam marcação positiva para o ensaio de 
agregação da proteína de fusão GFP-LC3, marcadora de autofagossomos muito utilizada e 
discutida posteriormente). Por outro lado, alterações em quaisquer destas variáveis induzem o 
aumento da autofagia, como uma resposta celular adaptativa ao estresse. As condições de 
estresse celular mais bem descritas e caracterizadas como indutoras de autofagia celular são a 
privação de nutrientes, como glicose e aminoácidos (Russell et al., 2014), e fatores de 
crescimento (Lum et al., 2005). Neste contexto, as células disparam vias de sinalização que 
levam à parada da proliferação celular e ativação de mecanismos de adaptação, entre os quais 
destaca-se a autofagia, com o intuito de prover substratos energéticos e estruturais à célula. In 
vivo, Mizushima e col observaram a rápida ativação de autofagia em células musculares, 
pulmonares, pancreáticas, hepáticas, entre outras após exposição de murinos à privação de 
nutrientes (Mizushima et al., 2004). Além das alterações ambientais citadas acima, também 



16 
 
induzem autofagia a presença de toxinas, microorganismos, sinalizadores parácrinos e drogas 
citotóxicas que afetam diferentes componentes celulares, tais como mitocôndrias, retítulo 
endoplasmático, DNA, microtúbulos e proteínas (Meijer & Codogno, 2004).   

 Existem 3 tipos de autofagia (Figura 1) (Boya et al., 2013): (a) Macroautofagia, (b) 
Autofagia mediada por chaperonas (CMA) e (c) Microautofagia. Na CMA, proteínas ou 
complexos proteicos com conformação incorreta e que permanecem com proteínas 
chaperonas ainda ligadas a sua estrutura no citoplasma são direcionados ao lisossomo para 
degradação e reaproveitamento de aminoácidos ou pequenos peptídeos. O reconhecimento da 
chaperona ligada à proteína ou complexo a ser degradado se dá pela proteína lisossomal de 
membrana LAMP-2A (Lysosomal-associated Membrane Protein 2A), a qual faz o 
translocamento para o meio intralisossomal, onde hidrolases ácidas realizam a quebra do 
material. Na microautofagia, componentes celulares pequenos são entregues diretamente ao 
lisossomo, onde acontece a degradação dos mesmos. Estes dois tipos de autofagia são pouco 
caracterizados, e parecem representar apenas uma pequena parte de toda autofagia celular 
(Boya et al., 2013). 

 

Figura 1 - Tipos de autofagia. Existem 3 tipos de autofagia em células eucarióticas, os quais diferem na 
maneira como o material celular próprio é entregue para degradação nos lisossomos. O principal mecanismo e 
que representa mais de 90% da autofagia celular corresponde à (a) macroautofagia, que resumidamente ocorre 
com a formação de uma organela de membrana dupla que engloba componentes celulares próprios (o 
autofagossomo), entregando-os para os lisossomos. Macroautofagia será descrita com mais detalhes na Figura 2. 
O segundo mecanismo é a (b) Autofagia mediada por chaperonas (CMA), que se baseia no reconhecimento, por 
proteínas lisossomais, de chaperonas ligadas a proteínas citosólicas através do motivo KFERQ. Chaperonas são 
proteínas presentes principalmente no retículo endoplasmático e contribuem para o dobramento correto da 
proteína. Proteínas funcionais citoplasmáticas não apresentam chaperonas ligadas à sua estrutura. O complexo 
formado pela proteína contendo o motivo KFERQ e a chaperona ligada a este é reconhecido pela proteína 
lisossomal LAMP-2A, levando ao englobamento e degradação dos componentes celulares. O terceiro tipo é a (c) 
Microautofagia, a qual envolve a entrega direta e não-seletiva de componentes celulares pequenos ao lisossomo. 
Obtido de: Boya et al (2013) Emerging regulation and functions of autophagy. Nat Cell Biol 15, 713-720 
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 A origem da dupla-membrana pré-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 dão origem ao PAS e, subsequentemente, ao 
autofagossomo (Tooze & Yoshimori, 2010). O que determina a formação da PAS, na verdade, 
é a interação de proteínas específicas, as quais serão apresentadas na próxima seção, com a 
membrana que irá originar o autofagossomo. Entre as estruturas celulares que fornecem esta 
membrana inicial estão a rede mitocondrial (Cook et al., 2014), complexo de Golgi, 
principalmente na porção trans do complexo (van der Vaart & Reggiori, 2010), a própria 
membrana plasmática, a partir de regiões de fossas de clatrina (Cuervo, 2010) e retículo 
endoplasmático (Axe et al., 2008).  

 Considerando a especificidade de alvos a serem degradados, a autofagia pode ser 
classificada em seletiva - quando o componente a ser degradado é marcado de alguma forma, 
levando ao seu direcionamento ao autofagossomo - ou não-seletiva, que corresponde ao 
englobamento de conteúdos citoplasmáticos e/ou organelas aleatoriamente, de componentes 
presentes na região onde o pré-autofagossomo se forma. Em células de mamíferos já estão 
descritos mecanismos de degradação autofágica específicos de mitocôndrias (mitofagia), 
peroxissomos (pexofagia), retículo endoplasmático (reticulofagia) e fragmentos nucleares 
(nucleofagia) (Kraft et al., 2009). A principal proteína descrita como marcadora de 'lixo' 
celular a ser degradado pela célula é a proteína p62 (ou sequestrossomo 1 - SQSTM1) (Pankiv 
et al., 2007; Komatsu & Ichimura, 2010). P62 possui inúmeros sítios de interação com outras 
proteínas, entre os quais um sítio de interação com ubiquitina, pequena proteína que marca 
proteínas e complexos proteicos a serem degrados pela via proteassomal, e outro sítio que 
interage com uma proteína específica da membrana do PAS e do autofagossomo em 
formação, chamada LC3 (ou Atg8), a qual será apresentada posteriormente (Moscat & Diaz-
Meco, 2009). Dessa forma, p62 interage e marca componentes celulares, incluindo proteínas, 
complexos e agregados proteicos e organelas que devem ser envoltos por autofagossomos e 
degradados por autofagia, e desempenha um papel central no turn over e, consequentemente, 
no controle de qualidade de componentes celulares. Como consequência, tem sido atribuído 
um papel central à p62 no equilíbrio entre autofagia, apoptose e estado oxidativo celular no 
contexto da formação tumoral (Pankiv et al., 2007; Puissant et al., 2012). 

 Outra questão importante diz respeito à coordenação temporal de degradação de 
componentes celulares através da autofagia. Pelo fato de ser um mecanismo fisiológico 
essencial envolvido na manutenção da homeostase celular, as células eucariotas 
desenvolveram um controle específico para degradação dos componentes próprios durante um 
período de exposição a uma condição de estresse celular. Neste sentido, em contexto de 
privação de aminoácidos células eucariotas direcionam seus componentes para degradação 
autofágica de maneira tempo-dependente. Inicialmente, são degradadas proteínas citosólicas e 
proteassomos, seguido da degradação de ribossomos e, somente após 24h do início da 
privação, mitocôndrias são direcionadas aos autofagossomos. Este controle é fundamental 
para manutenção da homeostase energética celular - a eliminação precoce de mitocôndrias 
levaria a um colapso energético celular que dificultaria enormemente o funcionamento de 
maquinarias celulares e a sobrevivência celular adaptativa à condição de estresse (Kristensen 
et al., 2008). Entre estas condições estão a restrição de nutrientes e oxigênio a que células 
tumorais são expostas durante a formação inicial de tumores sólidos, como discutido abaixo. 
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 Entretanto, se por um lado autofagia contribui para manutenção do metabolismo e 
estrutura celulares em um contexto adequado (ou seja, em intensidade, duração e alvos 
adequados), por outro lado o mecanismo pode desempenhar um papel citotóxico quando 
disparado em contexto inadequado (Shintani & Klionsky, 2004; Baehrecke, 2005). Isto inclui 
tanto autofagia em baixos níveis, a qual leva ao acúmulo de proteínas envelhecidas e 
organelas danificadas, quanto autofagia em excesso ou com duração prolongada, a qual pode 
levar a um desbalanço energético e estrutural e ao colapso celular (Nishida et al., 2008). 
Inicialmente, acreditava-se que a auto-degradação de componentes celulares induzidas por 
tratamentos exógenos contribuía quase exclusivamente para redução da viabilidade celular 
(Kondo & Kondo, 2006). Dessa forma, os termos 'autofagia' e 'morte autofágica' foram 
utilizados sem distinção durante anos. Esta quebra de conceito ocorreu entre os anos 2007 e 
2009, principalmente a partir da descrição dos mecanismos moleculares envolvidos no 
controle da autofagia, bem com o advento de compostos moduladores do mecanismo. Outro 
ponto importante foi o surgimento da revista Autophagy, em 2007, a qual centralizou e 
contribuiu enormemente para a padronização metodológica e conceitual em autofagia. De 
fato, a partir dos anos 2007/2008 o quadro da razão entre 'autofagia citotóxica' 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 (Maes et al., 2013). 

 

 1.2 Mecanismos Moleculares em Autofagia 

 

 a. Proteínas Atg: os controladores diretos da autofagia 

 

 O controle molecular do mecanismo autofágico propriamente dito é realizado pelas 
proteínas da família Atg (Autophagy-related proteins) (Figura 3). Estas proteínas controlam 
diretamente a formação do fagóforo e o fechamento do autofagossomo (Yang & Klionsky, 
2010) através de funções específicas sumarizadas na Tabela 1. Muitas das proteínas Atg 
apresenta uma propriedade semelhante à ubiquitina ligases, transferindo pequenas moléculas 
entre proteínas. O processo inicia com a formação de um complexo inicial, o Complexo ULK, 
formado pelas proteínas Ulk1 (ortólogo de Atg1, de leveduras), Atg13 e FIP200 (ortólogo de 
Atg17, de leveduras). Este complexo sinaliza a iniciação do mecanismo e a ativação de um 
segundo complexo, o Complexo PI3K. Este por sua vez é formado pelas proteínas Beclina-
1/Atg6 + PI3K classe III + Atg14 + p150 + Ambra-1, e é recrutado para a membrana do 
profagóforo para início da nucleação (também mostrado na Figura 2). Outras proteínas 
transmembrana também colocalizam com marcadores de autofagossomos e parecem ter papel 
importante no alongamento do mesmo, tais VMP1 e mAtg9, mostradas na Figura 2.  

 Após a iniciação e nucleação do PAS, o processo de alongamento do fagóforo inicia. 
Neste sentido, além do Complexo PI3K, o Complexo ULK sinaliza para ativação da proteína 
Atg7, a qual catalisa a conjugação das proteínas Atg5 e Atg12. Ao complexo conjugado Atg5-
Atg12 liga-se, então, à proteína Atg16L e, através deste complexo completo, ocorre o 
alongamento do profagóforo. O fechamento do fagóforo em autofagossomo ocorre através da 
conjugação de uma fosfatidiletanolamida (PE) à proteína LC3 II (ortólogo de Atg8 de 



 
leveduras) pelas proteínas Atg7 e Atg3. LC3
é uma proteína citosólica, clivada pela proteína Atg4 assim que expressa, gerando a forma I 
(LC3-I) da proteína LC3, a qual
pelas proteínas Atg7 e Atg3 leva 
autofagossomo. A proteína LC3
marca componentes celulares específicos que devem ser destinados à degradação autofágica.

Figura 3 - Mecanismo molecular da autofagia. 
Atg. O primeiro complexo na via da autofagia é o Complexo ULK (ULK1
conjunto com o Complexo PI3K 
nucleação da membrana do fagófor
alongamento desta membrana, que é fechada com a participação da proteína LC3 na sua forma lipidada (LC3 
II), a qual acopla-se à membrana do fagóforo e dirige tanto o fechamento quanto o re
parte do material a ser autofagocitado. Na sequencia, o autofagossomo fusiona com o liso
autolisossomo. Obtido de: www.cellsignal.com

 
 

 Apesar dos dados acima que descrevem o papel específico de proteínas Atg na 
autofagia, os mecanismos moleculares que controlam o processo autofágico estão longe de 
serem totalmente elucidados. Por exemplo, RNA de interferência para diferentes Atgs, muitos 
dos quais exercem um papel 
suprimem completamente a autofagia 
Basit et al., 2013). Dessa forma parece existir
compensação e proteínas capazes de exercer mais de uma atividade d
autofagia, à semelhança do que ocorre em outros mecanismos

  

leveduras) pelas proteínas Atg7 e Atg3. LC3 (Microtubule-associated protein 
clivada pela proteína Atg4 assim que expressa, gerando a forma I 

I) da proteína LC3, a qual permanece dispersa no citoplasma. A lipidação de LC3
pelas proteínas Atg7 e Atg3 leva à formação da LC3-II, a qual dirige o fechamento do 

mo. A proteína LC3-II também interage diretamente com a proteína p62, a qual 
marca componentes celulares específicos que devem ser destinados à degradação autofágica.

Mecanismo molecular da autofagia. As etapas do processo autofágico são guiadas pelas proteínas 
Atg. O primeiro complexo na via da autofagia é o Complexo ULK (ULK1 + Atg13 + FIP200), o qual atua em 

 (p150 + PI3KclasseIII + beclina + Atg14). Estes complexos iniciam a 
nucleação da membrana do fagóforo. Na sequencia, a formação do Complexo Atg5-Atg12
alongamento desta membrana, que é fechada com a participação da proteína LC3 na sua forma lipidada (LC3 

à membrana do fagóforo e dirige tanto o fechamento quanto o recrutamento específico de 
parte do material a ser autofagocitado. Na sequencia, o autofagossomo fusiona com o liso

Obtido de: www.cellsignal.com (em abril, 2014). 
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Tabela 1 - Funções das principais proteínas Atg no processo de formação dos autofagossomos. 

Proteína Ortólogo  
(levedura) 

Posição na via 
autofágica 

Função na autofagia Ref 

ULK1 e 
ULK2 

Atg1 Complexo ULK Medeia a sinalização de mTOR e ATG9 (Chan et al., 2007) 

ATG13  Complexo ULK 
Substrato de ULK1 e ULK2 que também 
modula a atividade do complexo ULK  

(Chan et al., 2009) 

FIP200 Atg17 Complexo ULK 
Substrato de ULK1 e ULK2 que também 
modula a atividade do complexo ULK  

(Hara et al., 2008) 

ATG101  Complexo ULK Interage com ULK1 e ATG13 
(Hosokawa et al., 

2009; Mercer et al., 
2009) 

Beclin 1 Atg6 Complexo PI3K 
Componente do complexo PI3K e 

também com papel na autofagia durante 
iniciação, formação e maturação  

(Liang et al., 1999) 

VPS34  Complexo PI3K Subunidade catalítica do complexo PI3K 
(Stoyanov et al., 

1995) 

p150 Vps15 Complexo PI3K 
Recruta o complexo PI3K para 

membranas 
(Volinia et al., 

1995) 

ATG14L Atg14 Complexo PI3K 
Dirige o complexo PI3K para o 

omegassomo; também chamada de 
Barkor  

(Matsuura et al., 
2008; Sun et al., 

2008) 

Ambra-1  Complexo PI3K 
Recruta Beclina-1 para a membrana do 

retículo endoplasmático 
(Di Bartolomeo et 

al., 2010) 

ATG3  
Conjugação de 

LC3–PE e 
ATG12 

Similar ao sistema enzimático de 
conjugação de ubiquitina E2; conjuga 

fosfatidiletanolamina à LC3 
(Tanida et al., 2002) 

ATG4  
Conjugação de 

LC3–PE e 
ATG12 

Protease que cliva LC3 para formar LC3 
I; também realiza a delipidação de LC3 
II para reciclagem da proteína LC3 a 

partir da membrana do autofagossomo 

(Kabeya et al., 
2004) 

ATG7  
Conjugação de 

LC3–PE e 
ATG12 

Similar ao sistema enzimático de 
conjugação de ubiquitina E1; ativa 

homólogos de LC3 e ATG12  

(Mizushima et al., 
1998) 

LC3-A/B/C, 
GABARAP

L1/2/3 
Atg8 

Conjugação de 
LC3–PE e 
ATG12 

Proteínas semelhantes à ubiquitina que 
recrutam material para os 

autofagossomos e contribuem para o 
fechamento da membrana  

(Kabeya et al., 
2000; Kabeya et al., 

2004) 

ATG5 
 

Conjugação de 
ATG5-ATG12 

Conjugada à ATG12, para dirigir o 
alongamento e curvatura do profagóforo 

à autofagossomo  

 

(Mizushima et al., 
1998) 
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(continuação da Tabela 1) 

Proteína Ortólogo  
(levedura) 

Posição na via 
autofágica 

Função na autofagia Ref 

ATG10  
Conjugação de 
ATG5-ATG12 

Similar ao sistema enzimático de 
conjugação de ubiquitina E2, liga 

ATG12 a um resíduo interno de lisina na 
ATG5 

(Mizushima et al., 
1998) 

ATG12  
Conjugação de 
ATG5–ATG12  

Conjugada à ATG5, para dirigir o 
alongamento e curvatura do profagóforo 
à autofagossomo; também ativa ATG3  

(Mizushima et al., 
1998; Sakoh-

Nakatogawa et al., 
2013) 

ATG16L1  
Complexo ATG5-

ATG12 

Liga-se ao complexo ATG5-ATG12 e 
dirige a conjugação de LC3 à membrana 

da estrutura pré-fagossomal  
(Qu et al., 2003) 

ATG9A and 
ATG9B 

Atg9  
Proteína integral 

de membrana 
Necessária para a formação do 

autofagossomo  
(Young et al., 2006) 

ATG2A and 
ATG2B 

Atg2  
Localiza no 
omegassomo 

Necessária para o fechamento do 
autofagossomo  

(Velikkakath et al., 
2012) 

Adaptado de: Yue e col (2013) The autophagosome: origins unknown, biogenesis complex. Autophagy, 62, 112-
114. 

 

 Além disso, cada vez mais tem sido demonstrado que proteínas Atg exercem outras 
funções celulares, tais como modulação do transporte intracelular, secreção celular, 
sinalização celular em geral, transcrição/tradução, modulação da morte celular independente 
de autofagia e reorganização de membranas celulares (Subramani & Malhotra, 2013). Estes 
dados complicam ainda mais as análises envolvendo silenciamento ou deleção destes genes. 

 

 b. Vias de sinalização moduladoras indiretas da autofagia:  

 

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

 A via PI3K/Akt é uma das mais importantes mediadoras da sobrevivência celular 
(Figura Suplementar 1 – Via da PI3K/Akt/mTOR). A partir da ligação de sinais a 
receptores de membrana plasmática tais como fatores de crescimento, insulina, citocinas e 
integrinas, bem como por intermédio da ativação da via oncogência Ras, ocorre a ativação da 
proteína PI3K e a formação de mediadores fosfolipídicos intracelulares, como 
Fosfatidilinositol 3,4,5-Trifosfato (PIP3), próximo à monocamada interna da membrana 
plasmática. Como consequência, ocorre o recrutamento e ativação da proteína Akt (PKB), a 
qual sinaliza para diferentes desfechos relacionados à proliferação e sobrevivência celular: 
inibição de vias pro-apoptóticas, repressão de sinais de parada no ciclo celular, incremento do 
metabolismo glicolítico e ativação da síntese proteica (Jimenez et al., 2002; Manning & 
Cantley, 2007). A principal proteína inibidora da ativação da via da Akt é a proteína PTEN 
(Cantley & Neel, 1999; Salmena et 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 proteína Akt está a proteína mTOR (Hahn-Windgassen et 
al., 2005), a qual está presente em dois complexos distintos na célula, mTORC1 e mTORC2 
(Bhaskar & Hay, 2007)  (Figura Suplementar 2 – Complexos mTOR). O primeiro, 
Complexo 1 da mTOR (mTORC1) é formado pelas proteínas mTOR + Raptor + GβL, e é 
modulado positivamente pela proteína Akt e inibido pelo composto rapamicina (RAPA, que 
atua sobre a proteína Raptor – Regulatory Associated Protein of mTOR). O complexo 
quinásico mTORC1 tem como alvos de fosforilação as proteínas p70 S6k e 4E-BP1 (eIF4E-
Binding Protein 1). A primeira é uma proteína mitogênica, requerida para proliferação celular 
e progressão pela fase G1 do ciclo celular, sendo responsável pela fosforilação do 
componente S6 da subunidade ribossomal 40S, fundamental à tradução proteica (Kawasome 
et al., 1998). A proteína 4E-BP1, por sua vez, atua inibindo a tradução dependente de CAP 
por se ligar ao fator de iniciação da tradução eIF4E. Quando fosforilada pela proteína mTOR, 
4E-BP1 libera o fator eIF4E, permitindo o início da tradução (Pause et al., 1994a; Pause et al., 
1994b). Além disso, a ativação da via da Akt leva à inativação a proteína TSC2, repressora de 
mTORC1. Como consequência,  mTORC1 é ativada e autofagia é reprimida por supressão do 
Complexo ULK. (Inoki et al., 2002). Dessa forma, o complexo mTORC1 integra múltiplos 
sinais sensores da disponibilidade de fatores de crescimento, nutrientes e energia, modulando 
o crescimento celular (Reiter et al., 2004; Zoncu et al., 2011). 

O segundo complexo que envolve a proteína mTOR, muito menos conhecido do que 
mTORC1, é o mTORC2, formado pelas proteínas mTOR + Rictor + GβL. Este complexo é 
insensível à rapamicina (Rictor = Rapamycin-insensitive companion of mTOR) e atua 
ativando proteína Akt, dessa forma reprimindo a autofagia e favorecendo a proliferação 
celular (Zoncu et al., 2011) (Figura Suplementar 2). 

 

AMPK-ULK1 

A proteína AMPK (AMP-activated Protein Kinase) desempenha um papel 
fundamental na regulação da homeostase energética, de leveduras a plantas e animais. A 
proteína AMPK é composta de uma subunidade catalítica (alfa) e duas subunidades 
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regulatórias (beta e gama), sendo ativada pelo aumento da razão AMP/ATP. Neste contexto 
tem importância a proteína adenilato cinase (ADK), a qual exerce papel central na homeostase 
energética celular através do controle dos níveis de nucleotídeos 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 níveis 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 razão 
AMP/ATP é causado por privação de nutrientes, bem como por estresse celular, alterações 
ambientais, hipóxia e isquemia. Neste sentido, AMPK é fundamental à adaptação celular 
frente a condições energeticamente desfavoráveis, e a autofagia exerce papel fundamental 
nestes contextos (Mihaylova & Shaw, 2011). A proteína AMPK ativa autofagia tanto 
indiretamente, através da inibição do complexo mTORC1 por meio da fosforilação inibitória 
de Raptor e ativação de TSC2, levando à ativação do Complexo ULK, bem como através da 
ativação direta do Complexo ULK (Egan et al., 2011a; Kim et al., 2011; Shang & Wang, 
2011), como mostrado na Figura 4. Todos estes mecanismos de ativação/repressão são 
controlados por meio de fosforilações em sítios específicos, sendo os principais deles 
sumarizados na Tabela 2. De fato, a via AMPK-Ulk1-mTOR é central no controle da 
autofagia celular (Ganley et al., 2009), tanto induzida por privação de nutrientes (Shang et al., 
2011) quanto induzida por dano ao DNA (Singh et al., 2012) e ativação de p53 (Gao et al., 
2011). 

 

Tabela 2 - Principais funções das fosforilações envolvendo as vias Akt/mTORC1 e AMPK/ULK1.  

Proteína e Sítio de 
Fosforilação 

Principal Quinase Função Ref 

p70S6K T389 
mTORC1 (aparentemente 

indiretamente, por redução da 
defosforilação)  

Necessária para atividade da 
proteína 

(Rosner et al., 2009) 

p70S6K S371 GSK3b 
Necessária para a fosforilação 
T389 e atividade de p70S6K 

(Shin et al., 2011) 

Raptor S792 AMPK 
Mecanismo importante de 

inibição de mTORC1 
(Gwinn et al., 2008) 

mTOR S2448 Proteína Quinase B / Akt 
Correlaciona com a atividade de 

mTORC1  
(Nave et al., 1999) 

mTOR S2481 Auto-fosforilação 
Fundamental à formação e 

atividade quinase de mTORC1 
(Peterson et al., 

2000) 

ULK1 S555 AMPK (direto) Ligação à ATG13 e autofagia  (Egan et al., 2011b) 

ULK1 S317, S467, 
S555, S574 e S777 

AMPK (direto) 
Necessárias para a atividade 

cinásica de ULK1 
(Egan et al., 2011b; 
Kim et al., 2011) 

ULK1 S575 mTORC1 
Desfaz a interação entre AMPK e 

ULK1 
(Kim et al., 2011) 
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Continuação Tabela 2 

Proteína Sítio de 
Fosforilação 

Principal Quinase Função Ref 

ULK1 S758 mTORC1 
Desfaz a interação entre AMPK e 

ULK1  

(Kim et al., 2011; 
Shang & Wang, 

2011) 

ULK1 S638 mTORC1 e AMPK 
Desfaz a interação de AMPK e 

ULK1 

(Egan et al., 2011b; 
Shang & Wang, 

2011) 

pULK1 (sítio 
incerto – entre os 

resíduos 278 e 351) 
Autofosforilação 

Modula a conformação da cauda 
C-terminal e impede sua 

interação com Atg13 

(Hara et al., 2008; 
Chan et al., 2009) 

É importante destacar que a ativação da proteína AMPK pode ocorrer devido ao 
aumento de ROS e Ca2+ intracelular, de maneira independente razão de AMP/ATP, levando à 
ativação da autofagia (Emerling et al., 2009; Mungai et al., 2011). Neste contexto oxidativo, 
autofagia exerce um papel importante na manutenção da qualidade dos componentes celulares 
através da eliminação de estruturas celulares danificadas pelas espécies reativas de oxigênio, 
como mitocôndrias e outros complexos proteicos (Scherz-Shouval & Elazar, 2011). 

 

 

Figura 4 - Regulação da autofagia pela via AMPK-ULK1. À esquerda é mostrado o contexto em que a célula 
se encontra em ambiente com altos níveis de glicose. Neste caso a proteína AMPK está inativa, uma vez que a 
razão AMP/ATP é baixa. Neste contexto, o complexo mTORC1 está ativo e fosforila Ulk1 de modo a inibir o 
Complexo ULK1, iniciador da autofagia. Em paralelo, há síntese proteica. Quando há redução da glicose (à 
direita), ocorre o aumento da razão AMP/ATP e ativação de AMPK, com o objetivo de induzir autofagia e 
manter a homeostase energética celular. Isto ocorre via fosforilação de Ulk1 pela AMPK. AMPK também ativa 
TSC, inibindo indiretamente mTORC1, e reprime Raptor, inibindo diretamente mTORC1. Dessa forma, AMPK 
ativa autofagia tanto diretamente (ativando ULK1) quanto indiretamente (inibindo mTORC1 por duas vias). 
Obtido de: Kim et al (2011) AMPK and mTOR regulate autophagy through direct phosphorylation of Ulk1. Nat 
Cell Biol 13, 132-141 
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  P53/dano ao DNA 

  

Os sinais que disparam autofagia a partir de dano ao DNA são múltiplos e dependem 
tanto do tipo de resposta de dano ao DNA disparada (do inglês, DDR – DNA Damage 
Repsonse) quanto do mecanismo de reparo disparados (Figura 5). Os sinais que partem das 
proteínas sensores do dano genômico têm como alvos, entre outros, proteínas que modulam a 
autofagia especificamente em resposta a dano ao DNA, tais como os alvos de p53 DRAM 
(Damage-Regulated Autophagy Modulator) (Crighton et al., 2006) e ISG20L1 (Eby et al., 
2010). Outras proteínas envolvidas direta ou indiretamente na autofagia, tais como AMPK e 
MAPK, também são ativadas e contribuem na ativação do mecanismo em resposta ao estresse 
genotóxico. Muitas destas vias convergem para a proteína mTOR, inibindo-a e levando à 
ativação da autofagia celular (Filippi-Chiela et al., 2013c).   

 O controle da autofagia pela proteína p53 é complexo e não apenas ligado à reposta a 
dano ao DNA (Maiuri et al., 2010). Em células com a proteína p53 normal a autofagia é 
disparada pelos alvos de p53 DRAM e ISG20L1, concomitante à inibição de mTORC1 (Feng 
et al., 2005; Crighton et al., 2006). A proteína p53 selvagem também ativa autofagia por 
outros mecanismos ainda incertos e  que parecem não envolver o papel de fator de transcrição 
desta proteína (Maiuri et al., 2010). Por outro lado, a proteína p53 mutada e incapaz de 
translocar para o núcleo acumula-se no citoplasma e, nesse caso, exerce um papel inibitório 
dominante sobre a autofagia (Tasdemir et al., 2008). É importante destacar que, em células 
mutadas para p53 a proteína p73, outro membro da família de proteínas p53, medeia a 
sinalização que conecta o dano ao DNA ao disparo da autofagia (Crighton et al., 2007). Esta 
manutenção da autofagia por um mecanismo compensatório reforça a importância da 
autofagia para a sobrevivência celular em presença de dano genômico, principalmente 
considerando que a maioria das outras funções exercidas por p53 não é realizada por p73. 

 

Figura 5 – Mecanismos moleculares que conectam o dano ao DNA à autofagia. Múltiplos mecanismos 
moleculares conectam dano ao DNA à autofagia. A partir do dano é ativada a Resposta de Dano ao DNA (DDR), 
através de sinalização por quebra simples de DNA (SSB - Single Strand Break) ou quebras duplas de DNA 
(DSB - Double Strand Break), além dos mecanismos de reparo como o mal pareamento (MMR - Mismatch 
Repair). Estas vias convergem, através de intermediários, principalmente para as proteínas p53 e mTOR. Porém, 
mecanismos independentes destas proteínas também são descritos. Estes mecanismos serão discutidos com 
detalhes no Capítulo II. Obtido de Autophagy and Genome Integrity (Filippi-Chiela et al., 2013b) 
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 1.3 Autofagia e câncer 

 

 Alterações do processo autofágico estão descritas em inúmeros quadros patológicos 
humanos, incluindo doenças neurodegenerativas, autoimunes, cardiovasculares e câncer, 
como recentemente revisado (Jiang & Mizushima, 2014). De fato, genes autofágicos estão 
alterados em diversos tipos tumorais, tais como melanoma, câncer de mama, próstata, 
leucemias e gliomas (Wu et al., 2012). A sessão a seguir descreverá o papel da autofagia 
durante o processo carcinogênico bem como na resposta a terapias antitumorais. 

 O papel da autofagia durante o processo de formação dos cânceres é complexo e 
variável, dependendo da etapa da carcinogênese em questão (Figura 6). Durante a iniciação, a 
qual invariavelmente envolve uma ou mais mutações que favorecem a proliferação celular 
e/ou suprimem a morte celular, autofagia contribui para manutenção da estabilidade 
genômica, dessa forma reduzindo a incidência de transformações genéticas potencialmente 
tumorais (Mathew et al., 2007). O papel quimiopreventivo da autofagia é corroborado pela 
observação de que animais heterozigotos mutados para o gene autofágico beclina-1 
apresentam maior incidência tumoral (Qu et al., 2003), enquanto a perda de um alelo de 
beclina-1 é observada em mais de 50% dos cânceres humanos de próstata, mama e ovário 
(Aita et al., 1999). Entre os animais bec+/+ apenas 14% desenvolveram tumores 
espontaneamente em 2 anos, enquanto 59% dos animais bec+/- desenvolveram tumores, do 
tipo linfomas, carcinomas e adenocarcinomas (Yue et al., 2003). Da mesma forma, animais 
deletados para Atg4 são mais suscetíveis a fibrosarcomas induzidos quimicamente (Marino et 
al., 2007), enquanto a deleção de Atg5 ou Atg7 no fígado resulta em aumento da incidência 
de adenomas hepatocelulares (Inami et al., 2011; Takamura et al., 2011). Autofagia também 
contribui para evitar tumorigênese através da eliminação de p62. O acúmulo desta proteína 
em células deficientes para autofagia leva ao aumento de ROS e alterações em vias 
importantes no controle da proliferação celular, como a via do NF-κB, consequentemente 
contribuindo para a tumorigênese. Este mecanismo poderia explicar a tumorigênese 
aumentada em animais deficientes em autofagia (Mathew et al., 2009). Além disso, autofagia 
parece contribuir para o reparo de lesões de DNA. Uma vez ocorrendo o dano ao DNA, a 
DDR sinaliza para ativação da autofagia através de múltiplas vias de sinalização, como 
descrito brevemente acima. Neste sentido, a autofagia disparada por dano ao DNA 
desempenha um papel duplo e variável, ou auxiliando na sobrevivência celular ou como parte 
da toxicidade do tratamento genotóxico, como recentemente revisado por nós (Filippi-Chiela, 
2013b - referente ao artigo de revisão que compõe o Capítulo II da presente tese). 

 Por outro lado, a transformação maligna de células epiteliais intestinais por 
superexpressão do oncogene Ras requer a supressão do gene autofágico beclina-1 (Yoo et al.). 
De fato, a autofagia induzida em modelo de carcinogênese oncogênica contribui para suprimir 
a proliferação celular in vitro e tumorigênese in vivo durante as primeiras 48h de 
superexpressão do oncogene, demonstrando o papel quimiopreventivo do mecanismo 
autofágico. Entretanto, a partir de 48h da superexpressão, autofagia passa a proteger as células 
e contribuir para a sobrevivência das mesmas. Neste ponto, as células já estão com fenótipo 
proliferativo e os tumores in vivo em processo de promoção (Wu et al., 2011). 

 De fato, durante a etapa de promoção de tumores sólidos usualmente ocorre um 
período de estresse durante o qual o crescimento da massa tumoral não é acompanhado por 



 
um aumento suficiente do aporte de vasos sanguíneos, tornando o ambiente tumoral pobre em 
nutrientes e oxigênio. Durante este período crítico, autofagi
fundamental na adaptação das células tumorais à situação de estresse ambiental, provendo 
substratos energéticos que são utilizados para manutenção de níveis basais de ATP. 
inibição da autofagia nesse momento contribui para a e
exemplo mais claro deste mecanismo ocorre na formação de tumores por superexpressão 
oncogênica, onde autofagia é fundamental pra manter o metabolismo oxidativo e a 
tumorigênese. A superexpressão do oncogene Ras
para a sobrevivência celular e, consequentemente, para a tumorigênese a partir destas células. 
Este papel se dá principalmente pela degradação por autofagia de mitoc
alta produção de ROS produzi
autofagia contribui para manutenção de um pool funcional de mitocôndrias, o qual é 
fundamental para suportar, energeticamente, a formação do tumor

 Finalmente, durante a progressão
contexto da indução, podendo
citotóxico (Wu et al., 2012)
supressora tumoral estão: (i)
contribui para o aumento da malignidade tumoral; 
toxicidade de alguns quimioterápicos
outro lado, autofagia favorece a manutenção tumoral através de: 
adaptação e sobrevivência de células tumorais a condições de baixa disponibilidade de 
oxigênio e nutrientes através provimento de substratos estruturais e energéticos e manutenção 
do metabolismo celular basal; 
da morte celular apoptótica por eliminação de sinais pró
Debnath, 2010; Zhou et al., 2012)
celular em situações de desprendimento das células tumorais do estroma tumoral, evitando 
anoikis e permitindo o estabeleciment

Figura 6 – Papel da autofagia durante as diferentes etapas da carcinogênese
indicam, respectivamente, etapas 
oncogênico. Autofagia contribui para a integridade genômica e remoção de pró
iniciação tumoral. Durante o estresse metabólico da promoção tumoral, a autofagi
adaptação metabólica e remoção de componentes alterados, como organelas, membranas e proteínas oxidadas 
pelo aumento de ROS. Após o estabelecimento tumoral, na fase de progressão, autofagia segue sendo importante

um aumento suficiente do aporte de vasos sanguíneos, tornando o ambiente tumoral pobre em 
nutrientes e oxigênio. Durante este período crítico, autofagia parece exercer um papel 
fundamental na adaptação das células tumorais à situação de estresse ambiental, provendo 
substratos energéticos que são utilizados para manutenção de níveis basais de ATP. 
inibição da autofagia nesse momento contribui para a eliminação das células tumorais. O 
exemplo mais claro deste mecanismo ocorre na formação de tumores por superexpressão 
oncogênica, onde autofagia é fundamental pra manter o metabolismo oxidativo e a 
tumorigênese. A superexpressão do oncogene RasV12 ativa autofagia, a qual é fundamental 
para a sobrevivência celular e, consequentemente, para a tumorigênese a partir destas células. 
Este papel se dá principalmente pela degradação por autofagia de mitocôndrias injuriadas pela 
alta produção de ROS produzida por células que superexpressam RasV12
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oncogênico. Autofagia contribui para a integridade genômica e remoção de pró-carcinógenos, assim evitando a 
iniciação tumoral. Durante o estresse metabólico da promoção tumoral, a autofagia é fundamental para a 
adaptação metabólica e remoção de componentes alterados, como organelas, membranas e proteínas oxidadas 
pelo aumento de ROS. Após o estabelecimento tumoral, na fase de progressão, autofagia segue sendo importante
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(contiuação legenda Fig. 6)  

na manutenção do metabolismo, porém, pode ser modulada através de terapias no sentido de levar as células 
tumorais à 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 evitar anoikis, facilitando o estabelecimento de metástases. 

 

 Além do papel da autofagia nestas 3 fases distintas da carcinogênese, é importante 
destacar que autofagia interfere com a biologia de células iniciadoras tumorais de 
glioblastomas, as quais apresentam características típicas de células tronco (Vessoni et al., 
2012; Filippi-Chiela et al., 2013b). Às células tronco tumorais tem sido atribuídas funções 
desde a participação na origem destes tumores (Singh et al., 2003; Singh et al., 2004), até o 
provimento de fatores antiapoptóticos e antiinflamatórios (Todaro et al., 2007; Kruyt & 
Schuringa, 2010), bem como de novas células tumorais e endoteliais para o ambiente tumoral 
(Oswald et al., 2004; Vescovi et al., 2006). A autofagia parece contribuir de forma 
significativa para a manutenção do estado tronco destas células (Pan et al.; Vessoni et al., 
2012), e a inibição da autofagia suprime marcadores de células-tronco em cultura de células 
U87 tratadas com Resveratrol (Filippi-Chiela et al., 2011). Além disso, a autofagia exerce 
papel importante na sobrevivência destas células em condições de hipóxia e privação de 
nutrientes, características típicas de tumores sólidos (Song et al., 2013). Porém, enquanto 
alguns trabalhos mostram que células com características tronco apresentam melhor 
capacidade de reparo e resistência a terapias (Fu et al., 2009; Lomonaco et al., 2009), outros 
trabalhos apontam que células tronco são preferencialmente eliminadas por quimioterápicos 
como a Temozolomida em gliomas (Beier et al., 2008; Zhuang et al., 2011). De qualquer 
forma, afetar o funcionamento das mesmas tem sido alvo de inúmeros estudos pensando em 
novas abordagens terapêuticas contra glioblastomas (Clarke et al., 2006). 

 Com relação ao papel da autofagia no prognóstico em câncer, na maioria dos casos 
pacientes com tumores apresentando alta expressão do gene autofágico beclina-1 tem 
sobrevida maior quando comparados à pacientes com tumores apresentando baixos níveis de 
expressão (Pirtoli et al., 2009; Zhou et al., 2013). Porém, apesar de dados escassos, para o 
gene Atg5 a resposta parece ser oposta, e esta variação deve-se provavelmente ao tipo de 
desenvolvimento e microambiente de cada tipo tumoral ou às funções não autofágicas do gene 
(Cho et al., 2012; Subramani & Malhotra, 2013; Tang et al., 2013). Atualmente, inúmeros 
testes clínicos utilizando terapias moduladoras de autofagia estão em andamento. A principal 
estratégia utilizada nestes estudos se baseia na utilização de um agente indutor de autofagia 
(normalmente através de dano ao DNA) combinado a um agente bloqueador da etapa tardia 
da autofagia (na fusão do autofagossomos com o autolisossomo). Neste contexto, ocorre a 
formação de autofagossomos, os quais se acumulam na célula, gerando um contexto oxidativo 
exacerbado e reduzindo componentes celulares sem a geração dos produtos benéficos que 
seriam gerados pela autofagia consumada. (Sui et al., 2013). É importante ressaltar que a 
inibição da autofagia em tumores sólidos já formados pode acabar afetando outros 
mecanismos de proliferação e morte celular que são modulados pelo processo autofágico, tais 
como apoptose, ciclo celular e senescência. A interação entre autofagia e estes mecanismos 
citados acima será descrita na Seção 3.   
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2. SENESCÊNCIA 

 

 2.1 Conceitos básicos 

 

Senescência celular é o processo de parada irreversível na proliferação que ocorre em 
células expostas a situações de estresse, seja ele disparado por sinais endógenos ou induzido 
exogenamente (Kuilman et al., 2010). A senescência celular tem papel importante no 
envelhecimento celular e perda de função tecidual nos organismos eucariotos ao longo da 
vida. Além disso, a indução de senescência após um estresse celular evita a proliferação de 
células potencialmente tumorais, o que torna este mecanismo um dos principais supressores 
tumorais endógenos (Michaloglou et al., 2005; Vargas et al., 2012). Por outro lado, mesmo 
não proliferativas, as células senescentes seguem metabolicamente ativas e liberando 
inúmeras moléculas de sinalização parácrina e autócrina, o chamado Fenótipo Secretório 
Associado à Senescência (SASP - Senescence-Associated Secretory Phenotype). As 
moléculas liberadas pelas células senescentes vêm sendo descritas nos últimos anos e incluem 
desde interleucinas moduladoras imunológicas e inflamatórias até fatores de crescimento e 
fatores que induzem a transformação de células vizinhas normais (Coppe et al., 2010). Além 
disso, através do SASP as células senescentes podem induzir senescência nas células vizinhas 
por mecanismo parácrino (Hoare & Narita, 2013). 

 O processo de proliferação limitada de células humanas diploides em cultura foi 
descrito há mais de 40 anos, por Hayflick e Moonhead (Hayflick & Moorhead, 1961). De lá 
para cá, cada vez mais tem se demonstrado que o mecanismo de senescência está envolvido 
em processos biológicos complexos, tanto fisiológicos (como envelhecimento e reparo 
tecidual), quanto em contextos patológicos, como em neurodegeneração, doenças 
cardiovasculares e câncer (Burton, 2009). De fato, a presença de células senescentes marcadas 
positivamente para marcadores de senescência já foi demonstrada em mamíferos in vivo em 
células da pele ou da retina, bem como em quadros patológicos como em hepatócitos de 
fígado cirrótico e células endoteliais em contexto aterosclerótico e diabético (Erusalimsky & 
Kurz, 2005). A Figura 7 resume os principais conceitos do processo senescente: tipos, 
mecanismos moleculares, alterações morfológicas e as principais consequências da 
senescência no organismo. As seções a seguir descrevem os principais pontos destes aspectos.  

. 
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Figura 7 – Caracterização geral da senescência. Tipos, mecanismos moleculares, alterações morfológicas e 
consequências da indução de senescência no organismo. Senescência pode ocorrer pelo envelhecimento celular 
fisiológico (senescência por estresse replicativa) ou pode ser induzida através da exposição das células a 
diferentes estressores (dano ao DNA, ROS ou superexpressão oncogênica). A partir destes sinais estressores, há 
a ativação de diferentes vias de sinalização que convergem em proteínas-chave efetoras da parada irreversível na 
proliferação, tais como p53-p21 e p16-pRb. Células senescentes, as quais apresentam inúmeras alterações 
morfológicas, passam a secretar inúmeras moléculas sinalizadoras parácrinas.  SAHF – Senescent-associated 

Heterochromatin Foci; SA-β-gal – Senescence-associated-beta-galactosidase. SASP - Senescence-Associated 
Secretory Phenotype. 
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 2.2 Tipos de Senescência 

 

 A senescência é induzida por situações de estresse celular, podendo ser ou (i) 
replicativa, a qual é induzida pelo encurtamento telomérico e acúmulo de dano ao DNA que 
ocorre ao longo do envelhecimento celular; ou (ii) induzida, por estressores como 
superexpressão oncogênica (OIS - Oncogene-induced Senescence), dano ao DNA, ROS, entre 
outros estresses a componentes celulares (Rodier & Campisi, 2011; Vargas et al., 2012). 

 

 a. Senescência Replicativa 

 

 As extremidades dos cromossomos eucariotos possuem sequencias repetitivas de DNA 
não codificantes, os telômeros. A presença dos telômeros garante que DNA codificante não 
seja perdido durante a replicação do DNA, a qual é ineficiente nas extremidades 
cromossomais. A manutenção das sequencias teloméricas é realizada pela atividade da enzima 
telomerase, polimerase que possui em sua estrutura uma fita de RNA que serve como molde 
para a síntese de novos telômeros (Harley et al., 1990; Harley, 1997). A atividade da 
telomerase é elevada em células germinativas e em células do início do desenvolvimento 
embrionário, porém, reduz gradualmente ao longo do tempo de vida da célula. Como 
consequência, ocorre o encurtamento dos telômeros e, quando estes perdem sua função de 
proteção à extremidade cromossomal, a sinalização para entrada em senescência é ativada 
(Shay & Wright, 2007). A manutenção elevada da atividade da telomerase, em consequência, 
evita a senescência celular e confere um perfil imortal às células em cultura (Bodnar et al., 
1998). Neste sentido, o mecanismo de senescência contribui para a renovação celular e 
manutenção da homeostase no organismo multicelular, uma vez que o envelhecimento celular 
é 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 somáticas apresentam um limite do número de divisões no 
organismo adulto, o chamado Limite de Hayflick (Hayflick & Moorhead, 1961; Hayflick, 
1965). Na década de 60, Hayflick & Moorhead observaram que fibroblastos diplóides em 
cultura celular dividiam-se de maneira limitada, entre 30 e 40 vezes, após as quais deixavam 
de proliferar de maneira irreversível. Concomitante à parada irreversível na proliferação, estas 
células apresentavam 3 alterações importantes, as quais são descritas como os Fatores de 
Hayflick (Shay & Wright, 2000): (i) encurtamento telomérico com ativação da proteína 
histona H2A.X, sensor inicial do dano ao DNA; (ii) acúmulo de dano ao DNA com formação 
de foci intranucleares, formados pela proteína H2A.X; (iii) ativação do(s) promotor(es) de 
genes que codificam proteínas efetoras da parada irreversível da proliferação celular.   

Molecularmente, a sinalização celular que dispara a senescência induzida por 
encurtamento telomérico envolve a ativação da proteína sensor de dano ao DNA histona 
H2A.X. A partir desta proteína, são ativadas vias de DDR, especialmente envolvendo o eixo 
ATM/ATR-Chk1/2-p53. Como consequência, ocorre o aumento dos níveis de p21 e p16, 
proteínas inibitórias de complexos ciclina-CDK, levando à parada irreversível da proliferação 
celular. De fato, células em cultura que conseguem superar a senescência replicativa 
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comumente apresentam redução ou perda de proteínas como p53, 16 e/ou p21 (Noble et al., 
1996; Brown et al., 1997). 

 

 

 b. Senescência Induzida  

  

 Por outro lado, a parada irreversível na proliferação pode ser induzida em células 
eucariotas não senis de maneira exógena, por meio da exposição a contextos pró-senescente. 
Entre os indutores exógenos de senescência destacam-se a superexpressão oncogênica, 
indução de dano ao DNA, aumento de ROS, bem como danos a outros componentes celulares 
como microtúbulos e mitocôndrias (Rodier & Campisi, 2011; Vargas et al., 2012). 

Os mecanismos que dirigem os principais tipos de senescência induzida são 
semelhantes. Tanto a senescência induzida por dano ao DNA, quanto a induzida por ROS ou 
superexpressão oncogênica ativam a proteína H2A.X, levando a alterações na cromatina, 
ativação de DDR, parada do ciclo celular e, subsequentemente, senescência (Di Micco et al., 
2006; d'Adda di Fagagna, 2008). A ativação de senescência frente a estes estressores funciona 
como uma importante barreira à proliferação de células pré-tumorais, uma vez que modelos 
animais deficientes no processo senescente apresentam maior incidência tumoral quando 
comparados à animais proficientes em senescência (Campisi, 2001; Christov et al., 2003). 
Algumas características importantes de cada um dos principais indutores de senescência são 
descritas a seguir. 

 OIS (Oncogene-induced Senescence): o mecanismo mais estudado de OIS é através da 
superexpressão do oncogene RasV12, descrita inicialmente por Serrano e col (Serrano et al., 
1997). À primeira vista, parece contraditório que a superexpressão de um gene envolvido em 
promover a proliferação celular leve à parada irreversível da proliferação celular. O que 
ocorre é que, apesar de uma sinalização aguda pró-proliferativa após a superexpressão 
oncogênica, o aumento abrupto e exacerbado da sinalização oncogênica acaba gerando um 
estresse devido à hiper-replicação, levando à ativação de DDR (Di Micco et al., 2006). Como 
consequência, ocorre a repressão de vias de proliferação celular (tais como a via da Akt/PI3K) 
e ativação de vias de resposta à estresse celular e bloqueio da proliferação, tais como a via 
MAPK (Bardeesy & Sharpless, 2006; Bartkova et al., 2006). Finalmente, as células 
aumentam a expressão de p53, p21 e p16, reprimindo pRb e levando à senescência (Serrano et 
al., 1997; Haferkamp et al., 2009). Além da DDR, o aumento de ROS após a ativação 
oncogênica também tem papel no feedback negativo sobre estas vias de proliferação (Ogrunc 
et al., 2014). O processo de OIS é um mecanismo antitumoral endógeno fundamental para a 
supressão da formação tumoral (Braig et al., 2005). 

Dano ao DNA: A resposta celular ao dano genômico pode envolver o disparo de 
diferentes mecanismos, como parada no ciclo celular, apoptose, necrose, autofagia, catástrofe 
mitótica e senescência (Jackson & Bartek, 2009). A lista de agentes indutores de dano ao 
DNA que levam à senescência celular é longa e envolve múltiplas vias de DDR (Alcorta et 
al., 1996; Robles & Adami, 1998), entre as quais destaca-se a via ATM-Chk1/2-p53. Esta via 
é ativada pela proteína histona H2A.X, a qual sinaliza para o a formação do complexo MRN 
(Mre11+Rad51+Nbs1). Como consequência, ocorre a ativação de ATM e Chk1/2, levando à 



34 
 
ativação e estabilização de p53, a qual atua como fator de transcrição de p21, levando ao 
bloqueio do ciclo celular. O dano ao DNA também pode levar ao aumento de outros 
inibidores da progressão do ciclo celular, como p16 e p27 (descritos na próxima seção). Dessa 
forma, células tumorais deficientes em componentes destas vias são resistentes à entrada em 
senescência (Mathon & Lloyd, 2001). Em contextos nos quais o dano celular é irreparável e 
intenso, mesmo que seja agudo, as células entram em processo de quiescência, senescência ou 
morte celular, dependendo da via e da intensidade de sinalização disparada (von Zglinicki et 
al., 2005; d'Adda di Fagagna, 2008; Lupertz et al., 2010). Finalmente, inúmeros compostos 
indutores de dano ao DNA, também elevam os níveis de ROS intracelular, de modo que a 
senescência induzida por estes compostos deve ter um mecanismo cooperativo entre ROS e 
DDR (Katayama et al., 2007; Koul et al., 2012; Marullo et al., 2013).  

 ROS: A indução de senescência mediada por ROS também tem como mediador, assim 
como a senescência induzida por dano ao DNA, a proteína p53 (Muller, 2009). Neste sentido, 
tem sido atribuído um papel de supressão tumoral às espécies reativas devido à indução de 
senescência (Ramsey et al., 1999). A ativação de p53 pode ocorrer por modulação de outras 
vias moduladoras da senescência, tais como ativação da proteína sensor de estresse celular 
p38 MAPK. Como consequência, ocorre ativação de INK4Arf (lócus que codifica para 
diferentes repressores do ciclo celular, explicados abaixo) e p21, levando à senescência 
(Toussaint et al., 2000; Macip et al., 2002). Além destes efeitos, as espécies reativas podem 
acabar causando dano ao DNA e, consequentemente, DDR, levando à senescência por ambas 
as vias, como demonstrado após superexpressão do oncogene c-Myc (Vafa et al., 2002). 

 Na verdade, como exemplificado por este último mecanismo que descreve OIS 
induzida por c-Myc, os três principais mecanismos de indução de senescência estão 
intimamente conectados e compartilham efetores moleculares semelhantes. Inúmeros 
compostos indutores de dano ao DNA, assim como a ativação oncogênica,  induzem também 
ROS. Em todos os casos, ambos os sinais (DDR e ROS) devem contribuir para a parada 
irreversível na proliferação celular. Neste sentido, molecularmente a maioria dos sinais 
indutores de senescência, seja estresse replicativo, dano ao DNA, ROS ou ativação 
oncogênica podem partir de iniciadores de resposta comuns, como a histona H2A.X, e 
convergir para a proteína p53, um dos mais importantes reguladores da sobrevivência celular 
em resposta a estresses celulares. P53 atua, entre outras funções, como fator de transcrição de 
p21, um dos principais efetores da senescência celular, e pode ainda levar a um ciclo de 
retroalimentação positiva de produção de ROS que converge para a indução de senescência 
(Itahana et al., 2001). Finalmente, o estresse replicativo também parece ser uma característica 
típica de OIS, já que as células são estimuladas fortemente a proliferarem em função da 
sinalização oncogênica exacerbada (Bartkova et al., 2006) e  muitos estudos sugerem que OIS 
é uma resposta de dano ao DNA disparada por hiper-replicação (Di Micco et al., 2006).  

 

 

2.3 Mecanismos moleculares em senescência 

 

 Como descrito parcialmente acima, os principais mecanismos moleculares que dirigem 
a senescência tanto replicativa quanto induzida envolvem proteínas mediadoras e proteínas 



35 
 
efetoras. As moléculas mediadoras são responsáveis pelo carregamento do sinal desde a 
origem do estresse celular até as proteínas efetoras na parada da proliferação. Entre as 
proteínas mediadoras destacam-se a ativação de vias de DDR envolvendo, principalmente, a 
proteína p53, e a modulação das vias de proliferação e morte celular, como a via da PI3K/Akt 
(Lorenzini et al., 2002; Luo et al., 2003) e a via da MAPK (Mitogan-Activated Protein 
Kinase), especialmente envolvendo a proteína p38 MAPK (Iwasa et al., 2003). Estas 
proteínas sinalizam para as proteínas efetoras da parada na proliferação, que correspondem a 
inibidores da progressão do ciclo celular e  estão dispostas em duas famílias gênicas – Família 
Cdkn2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) e Família Cdkn1 (Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1). A Família Cdkn2A é codificada pelo lócus gênico INK4Arf, o qual compreende 
os genes Cdkn2a e Cdkn2b. Estes genes codificam as proteínas supressoras tumorais 
p16(Ink4a) e p15(Ink4b) as quais se ligam à proteínas CDKs e, assim, impedem a atividade 
dos complexo ciclina-CDK e a progressão do ciclo celular (Collins & Sedivy, 2003; 
Sharpless, 2005). A família Cdkn1, por sua vez, também chamada de CIP/KIP (CDK 
Interacting Protein / Kinase-Inhibitory Proteins), inclui os supressores tumorais p21, p27 e 
p57. Estas proteínas ligam-se tanto à ciclina quanto à CDK dos complexos formados, 
reprimindo a atividade dos mesmos (Cheng et al., 1999; Nagahama et al., 2001).  

 Como alvo final comum, muitas destas proteínas modulam indiretamente a função da 
proteína do Retinoblastoma (Rb), incluindo p53, p27 e p16, o que leva à ativação do ponto de 
checagem e parada no ciclo celular (Lukas et al., 1995; Flatt et al., 2000; Alexander & Hinds, 
2001). A proteína Rb é, se não a principal, uma das principais controladoras da passagem 
pelos pontos de checagem do ciclo celular, uma vez que sua principal função é se ligar e inibir 
os fatores de transcrição E2F, os quais são fundamentais à transcrição de genes essenciais 
para replicação e, consequentemente, proliferação. Quando hipofosforilada, pRb se mantém 
ligada a E2F, reprimindo-o. As proteínas CDKs ativas (no contexto do complexo com as 
ciclinas correspondentes) são as quinases que fosforilam sequencialmente sítios de pRb e 
liberam E2F, permitindo o prosseguimento do ciclo celular (Weinberg, 1995; Talluri et al., 
2010). Dessa forma, importantes repressores do ciclo celular e indutores de senescência, como 
p16 e p21, mantém pRB hipofosforilada por inibirem os complexos ciclina-CDK. A proteína 
pRb é um mecanismo de segurança de parada da proliferação celular (Weintraub et al., 1995). 
Este aspecto é corroborado pela observação de que inúmeros tumores humanos apresentam 
deleção desta proteína (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 etoposídeo, de maneira p53-independente  (Biasoli et al., 2013).  

  

 

 2.4 O estudo da senescência 

 

 O estudo do mecanismo de senescência envolve tanto a análise de alterações 
fenotípicas quanto moleculares (Lawless et al., 2010). A parada na proliferação celular é 
observada através de curvas de crescimento, como Population Doubling, porém este pode 
mascarar uma resposta diferencial de supopulações celulares frente a um determinado 
tratamento e, em função disso, análises adicionais são necessárias. Neste sentido, o número de 
células por si só é apenas um indicativo da indução de senescência celular, e é fundamental a 
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análise da morfologia e outros marcadores. As células senescentes apresentam aumento do 
tamanho in vitro, acompanhado do surgimento e extensão de prolongamentos. As células 
tornam-se mais aderidas ao substrato e sofrem um achatamento típico. As membranas celular 
e nuclear permanecem intactas e não ocorre fragmentação nuclear ou celular (Lawless et al., 
2010). 

 O núcleo de células senescentes apresentam foci formados pela proteína histona 
H2A.X, bem como Foci de Heterocromatina Associados à Senescência (SAHF - Senescence-
Associated Heterochromatin Foci) in vitro. Além disso, as células senescentes apresentam um 
aumento da área nuclear (Mitsui & Schneider, 1976; Zhang et al., 2005; Funayama & 
Ishikawa, 2007). O capítulo I da presente discussão descreve uma ferramenta para Análise 
Morfométrica Nuclear (NMA) que desenvolvemos com o intuito de reduzir a subjetividade de 
análises de forma e tamanho nuclear, e prover assim um método adicional para a análise 
nuclear em senescência (Filippi-Chiela et al., 2012). 

Metabolicamente,as células senescentes apresentam aumento da atividade da enzima 
ácida lisossomal beta galactosidase (Senescence-Associated Beta Galactosidase - SA-β-gal), a 
qual é detectada através da conversão de um substrato acromático em um produto azul 
insolúvel, que se acumula dentro das células e pode ser mensurado (Dimri et al., 1995). Além 
disso, é importante a análise dos níveis de proteínas efetoras da parada irreversível da 
proliferação, tais como p21, p27 e p16, bem como o estado fosforilativo da proteína Rb 
(Collado & Serrano, 2006). Na verdade a análise da indução de senescência in vitro requer 
uma análise combinatória de dois ou mais parâmetros entre os citados acima (Lawless et al., 
2010). Neste sentido, no Capítulo V da presente tese nós apresentamos um short take (em 
preparação) acerca da cinética de alterações que ocorrem em células induzidas à senescência, 
corelacionando as alterações que ocorrem ao longo do tempo. 

  

 

 2.5 Senescência e câncer 

 

 A senescência celular é um dos mais importantes mecanismos endógenos 
antitumorais, levando inúmeras células pré-tumorais à parada irreversível da proliferação, 
suprimindo a carcinogênese. Neste sentido, a formação 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 é central à formação de 
tumores malignos, fato evidenciado pela observação de que células senescentes são 
prevalecentes em tumores pré-malignos, enquanto tumores malignos apresentam poucas 
células senescentes (Collado & Serrano, 2010). Um exemplo típico deste aspecto é observado 
em células de nevi (pré-maligno e senescente) em comparação com células de melanomas 
(maligno e não senescente) (Bennett, 2003).  De fato, inúmeros modelos animais deficientes 
no processo de senescência celular tem uma incidência maior de formação de tumores, 
enquanto agentes quimiopreventivos induzem senescência como mecanismo que bloqueia o 
aparecimento de tumores (Bartkova et al., 2006). 

 A capacidade de evadir a senescência e adquirir potencial replicativo ilimitado é 
adquirida através de alterações nos principais componentes de ativação da senescência 
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celular, como por exemplo, aumento da atividade da telomerase ou mutação dos genes 
efetores da senescência celular, tais como p53, o lócus INK4Arf ou o gene p21 (Mathon & 
Lloyd, 2001; Collado & Serrano, 2006). Em alguns tipos tumorais, a superexpressão de 
telomerase  ultrapassa 70% dos tumores avaliados, tais como carcinoma de próstata (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 superexpressão de telomerase é um fator prognostico ruim, e terapias indutoras de 
senescência celular falham em reduzir estes tipos tumorais (Granger et al., 2002). Neste 
sentido, abordagens que reativem ou redirecionem as células tumorais para senescência - 
através da inibição da telomerase ou indução de proteínas efetoras da senescência celular - são 
promissoras no combate a tumores resistentes a outros mecanismos de morte celular (Harley, 
2008; Nardella et al., 2011). 

 O papel da senescência celular como mecanismo antitumoral endógeno é bastante 
claro. Porém, nos últimos anos inúmeros trabalhos têm mostrado que células senescentes são, 
na verdade, um risco para o desenvolvimento de novos tumores bem como para a 
transformação 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; Coppe et al., 2010). Entre as 
moléculas liberadas para o meio extracelular estão fatores que induzem a transformação pré-
maligna de células vizinhas (Krtolica et al., 2001; Yang et al., 2006), citocinas pró-
proliferativas e pró-inflamatórias (Davalos et al., 2010)  e fatores de crescimento, entre eles o 
VEGF (Coppe et al., 2006). Neste sentido, alguns autores consideram células senescentes 
como células resistentes à terapia antitumoral, uma vez que estas células, mesmo expostas a 
um estressor, resistiram à morte celular e, além disso, favorecem a proliferação e 
sobrevivência tumorais (Sasaki et al., 2001; Hampel et al., 2005; Gordon & Nelson, 2012). A 
remoção de células senescentes se dá por células do sistema imune, dessa forma reduzindo os 
efeitos pró-tumorais do secretoma senescente (Xue et al., 2007; Serrano, 2011). Apesar de 
estes mecanismos apresentados serem bem descritos in vitro e em alguns modelos animais, 
muitos deles permanecem pouco conhecidos in vivo. Da mesma forma, pouco se sabe a 
respeito da indução de senescência em tumores de pacientes, e a consequência desta indução 
no comportamento tumoral. 
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3. CROSSTALK ENTRE AUTOFAGIA, SENESCÊNCIA E MORTE CELULAR 

 

 Além do papel na manutenção energética e estrutural celular, autofagia exerce um 
papel fundamental às células também por modular outros mecanismos de proliferação e morte 
celular, tais como o ciclo celular, a senescência e a morte celular. Cada vez mais tem sido 
mostrado que autofagia modula estes mecanismos em condições de estresse celular, 
contribuindo para a adaptação e sobrevivência celulare (seja por hipóxia, privação de 
nutrientes ou presença de agentes citotóxicos). De fato, mecanismos como os citados acima, 
somados ao metabolismo celular basal, atuam em constante crosstalk em uma célula 
eucariótica, e alterações do funcionamento de um deles pode acabar afetando outros e, por 
vezes, a própria sobrevivência celular. 

 Neste sentido, entender a ligação entre estes mecanismos é fundamental para entender 
comportamentos celulares fisiológicos e em quadros patológicos. De fato, cada vez mais se 
tem mostrado que, nestes contextos, um ou mais mecanismos podem estar alterados, e 
entender a conexão entre eles pode ser importante para o entendimento da patogênese e 
desenvolvimento de terapias. As seções abaixo descrevem as interações mais importantes para 
o presente trabalho: (3.1) Autofagia e Senescência Celular e (3.2) Autofagia e Apoptose. 

 

 3.1 Autofagia e Senescência Celular  

 

 Autofagia e senescência são dois mecanismos fisiológicos conservados 
evolutivamente e induzidos por condições de estresse celular. Apesar da importância 
crescente destes mecanismos em condições fisiológicas e patológicas como envelhecimento, 
doenças neurodegenerativas e câncer, o papel da autofagia na entrada em senescência é 
complexo e longe de estar esclarecido (Gewirtz, 2013; Gewirtz, 2014).  

 Autofagia parece interferir com diferentes mecanismos de indução de senescência, 
como envelhecimento (Pospelova et al., 2012), ativação oncogênica e dano ao DNA (Young 
et al., 2009) e superexpressão de p21 (Demidenko et al., 2009). O atual estado da arte aponta 
para autofagia antecedendo a entrada em senescência e contribuindo para a parada irreversível 
da proliferação celular na maioria dos modelos (Patschan et al., 2008). Em se tratando de 
envelhecimento de organismos eucariotos, inúmeros trabalhos sugerem que autofagia exerce 
papel na determinação do tempo de vida de diferentes organismos. Autofagia é requerida para 
o aumento do tempo de vida induzido por restrição calórica em C. elegans (Jia & Levine, 
2007) e A. thaliana (Minina et al., 2013). Além disso, murinos superexpressando a proteína 
Atg5 apresentam um aumento do tempo médio de vida de 17.2%, além de apresentarem maior 
sensibilidade à insulina e melhora da função motora (Pyo et al., 2013).  

Já em modelos de senescência induzida, autofagia regula positivamente a senescência 
induzida por ROS através do aumento de p21 mediado por Atg5 em fibroblastos humanos 
(Luo et al., 2011), em uma cinética correlacionada com o feedback negativo da via 
Akt/mTOR (Young et al., 2009). Em células epiteliais biliares, a expressão de LC3 colocaliza 
com os marcadores de senescência celular p16 e p15, enquanto a inibição da autofagia 
utilizando 3-metiladenina (3-MA), inibidor do Complexo PI3K, reduziu significativamente a 
senescência induzida por H2O2, etoposídeo e privação de soro (Sasaki et al., 2010). Em 
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modelo de senescência induzida por dano ao DNA, células de câncer de mama MCF7 
expostas à adriomicina (doxorubicina) e camptotecina dispararam autofagia, seguido de 
senescência, com uma dependência parcial de p21. Nestas células, antioxidantes (NAC e 
GSH) e inibidores de ATM (cafeína, KU-55933 e shRNA) reduziram a autofagia e 
senescência, sugerindo que ROS e DDR cooperam para a indução de senescência. Além 
disso, shRNA para Atg5 e Atg7, 3MA e cloroquina parcialmente reduziram senescência 
(Goehe et al., 2012), assim como demonstrado por Luo em um modelo senescência induzida 
por H2O2 em fibroblastos normais (Luo et al., 2011).  

 Considerando o uso de ativadores da autofagia, o inibidor de mTOR Rapamicina 
(RAPA) reduz a ocorrência de senescência induzida por diferentes mecanismos, como 
replicação em células embrionárias murinas (Pospelova et al., 2012), dano ao DNA e ROS em 
células de uma linhagem celular imortalizada de epitélio retinal humano e tratamento com 
Butirato de Sódio em células de fibrosarcoma humano HT1080. Porém, nestes trabalhos com 
RAPA não é possível atribuir o efeito em senescência à autofagia. Isto porque mTOR é uma 
proteína central que modula metabolismo, síntese proteica e inúmeras outras funções celulares 
incluindo a passagem de quiescência a senescência e reparo de DNA, de modo que não é 
possível atribuir à autofagia o efeito da RAPA na senescência (Galluzzi et al., 2010; 
Leontieva & Blagosklonny, 2010; Menendez et al., 2011). 

 Os resultados dos modelos acima mostram que, de fato, autofagia e senescência 
podem ser induzidas pelo mesmo tratamento. Porém, considerando a interação entre estes 
mecanismos, nenhuma interdependência ou conexão direta foi demonstrada até o momento. 
Esta observação é corroborada pelo fato de o silenciamento de Atgs através de shRNA, por 
exemplo, embora reduza autofagia a níveis semelhantes aos do controle, reduz muito pouco a 
porcentagem de senescência nas células silenciadas (Luo et al., 2011; Goehe et al., 2012). 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 
função deste quadro complexo e da falta de dados completos sobre a interação entre estes 
mecanismos, um dos objetivos centrais da presente tese será estudar o papel da autofagia na 
senescência induzida por dano ao DNA, como apresentado no Capítulo III desta tese. 

Um dos motivos pelos quais alguns resultados sobre interação entre autofagia e 
senescência parecem contraditórios e/ou inconclusivos se deve ao fato de a maioria dos 
trabalhos citados aqui apresentarem uma análise incompleta da resposta a determinado 
tratamento. Isto porque, para avaliação do papel da autofagia na senescência, estes trabalhos 
utilizam inibidores farmacológicos ou genéticos de autofagia, seguido da análise de 
senescência, mas sem levar em conta que a inibição da autofagia pode levar à morte celular 
e/ou redução do número de células. Porém, a análise completa envolvendo autofagia, morte 
celular e senescência, somada à avaliação do número de células não foi feita em nenhum 
trabalho (Gewirtz, 2014). O Capítulo IV corresponde a um comentário, a ser submetido ao 
periódico Autophagy, sobre este aspecto da importância do planejamento de experimentos que 
incluam a inibição da autofagia e a observação em paralelo de diferentes mecanismos 
celulares. 
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 3.2. Autofagia e apoptose 

 

 Se, por um lado, a ligação entre autofagia e senescência é pouco conhecida, a interação 
entre os mecanismos de autofagia e apoptose já foi bastante estudada. Atualmente, a relação 
entre estes mecanismos é bastante clara: a grande maioria dos estudos aponta para autofagia 
como parte do processo de adaptação e sobrevivência celular que evita ou retarda a morte 
celular, tanto in vitro quanto in vivo (Marino et al., 2014).   

 Autofagia atua protegendo as células da morte celular através de 3 principais 
mecanismos (Maiuri et al., 2007b): (i) provendo precursores energéticos para suportar 
requerimentos energéticos em condições de estresse; (ii) eliminando sinais intracelulares pró-
apoptóticos, como por exemplo através da eliminação de mitocôndrias danificadas; e (iii) 
contribuindo para o turnover de componentes celulares. De fato, a inibição da autofagia em 
contexto de privação de nutrientes ou tratamentos citotóxicos, tanto na etapa de formação de 
autofagossomos (com 3-MA) quanto na etapa de formação dos autolisossomos (com 
bafilomicina ou cloroquina), dispara apoptose em diferentes tipos celulares (Boya et al., 2005; 
Cao et al., 2013; Pan et al., 2013).   

Molecularmente, cada vez mais tem sido demonstrado que vias de sinalização 
similares exercem alguma função tanto na autofagia quanto na apoptose, conectando estes 
mecanismos. A sobreposição molecular mais conhecida refere-se à família de proteínas Bcl2 
(revisado por diversos autores) (Pattingre & Levine, 2006; Kang et al., 2011b; Marquez & 
Xu, 2012). As proteínas Bcl2, em sua grande maioria associadas à membrana mitocondrial, 
são as principais controladoras do mecanismo apoptótico, dividindo-se em membros pró-
apoptóticos e antiapoptóticos, os quais interagem fisicamente por meio de domínios chamados 
BH3 (Bcl-2 Homologous Domain). O balanço entre estes dois tipos de proteínas Bcl2 é 
fundamental no controle da permeabilidade da membrana mitocondrial e, consequentemente, 
do processo apoptótico (Martinou & Youle, 2011). Em 2005 Pattingre e col descreveram a 
primeira interação molecular entre os mecanismos de autofagia e apoptose envolvendo a 
proteína antiapoptótica Bcl2. A proteína Bcl2 interage com a proteína beclina-1 (Atg6), a qual 
também possui um domínio BH3, 'sequestrando-a' e inibindo sua atividade na autofagia. 
Posteriormente, mecanismo semelhante foi descrito para outra proteína antiapoptótica da 
família Bcl2, a proteína Bcl-xL. Dessa forma, estas proteínas antiapoptóticas também atuam 
inibindo a autofagia. O tratamento com BH3-miméticos, que se ligam às proteínas Bcl-2 e 
Bcl-XL, libera beclina-1 dos complexos com estas proteínas antiapoptóticas. A proteína 
beclina-1 "livre" forma o Complexo PI3K e há o disparo de autofagia nas células (Maiuri et 
al., 2007a). Por outro lado, as proteínas Bcl2 não perdem sua função antiapoptótica mesmo 
quando complexadas à beclina-1, sugerindo que esta interação tenha evoluído propriamente 
para o controle do disparo da autofagia. Além disso, Wirawan e col mostraram, em um 
modelo celular onde o processo autofágico precede o disparo da apoptose, que a clivagem das 
proteínas beclina-1 e PI3K-classe III por caspases inativa a autofagia e dispara apoptose, 
através de um mecanismo de translocação subcelular do fragmento C-terminal de beclina-1 à 
mitocôndria (via seu domínio BH3) e liberação de fatores pró-apoptóticos  mitocondriais. 
Assim, é gerado um sistema de retroalimentação positiva de apoptose a partir da clivagem de 
beclina-1 (Wirawan, 2010). 
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Posteriormente, outros mecanismos moleculares foram descritos.  A superexpressão 
de Atg5 em eosinófilos e basófilos sensibiliza à morte celular induzida por agentes 
citotóxicos, tanto in vitro quanto in vivo (Yousefi et al., 2006). Porém, neste caso a proteína 
Atg5 participa da apoptose nestas células. A proteína Atg5 é clivada pela enzima calpaína e a 
forma clivada se desloca para a mitocôndria, onde se associa como antiapoptótico Bcl-xL, 
liberando o pró-apoptótico Bax, formando poros na membrana mitocondrial e levando Pa 
liberação de citocromo c e ativação de caspases com consequente apoptose (Yousefi et al., 
2006). Além disso, como Bcl-xL interage com beclina-1 na mitocôndria, esta interação de 
Atg5 clivado com Bcl-xL poderia acabar induzindo ainda mais autofagia por liberar 
competitivamente beclina-1. 

Finalmente, um terceiro mecanismo na interação entre autofagia e apoptose envolve 
a proteína caspase-8, a qual é a principal mediadora da apoptose induzida pela via exógena 
(de receptores de morte celular). Em células resistentes à morte apoptótica induzida por 
TRAIL (TNF-related Apoptosis Inducer Ligant), autofagia induzida pelo tratamento levou à 
degradação 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 degradação de caspase-8 e protege as células da morte celular (Zhang et al., 
2013). Mas, mais do que isso, esta interação parece bidirecional, uma vez que caspase-8 
ativada pela via extrínseca (TNF-alfa) pode clivar diretamente Atg3, suprimindo a autofagia. 
Neste sentido, a expressão endógena de Atg3 mutada para o não reconhecimento por caspase 
3 reestabeleceu os níveis de autofagia celular, reduzindo a sensibilidade ao TNF-alfa (Oral et 
al., 2012). 

 O processo de disparo de apoptose após inibição da autofagia foi demonstrado in vivo 
em um modelo de linfoma resistente à apoptose induzido por superexpressão do oncogene c-
Myc. Inibição de Atg5 e, consequentemente, da autofagia nas células tumorais sensibilizou as 
células à morte induzida por agentes alquilantes de DNA. Neste sentido, assim como na 
maioria dos modelos in vitro no modelo tumoral in vivo a autofagia induzida pelas 
intervenções citotóxicas também atua como um mecanismo citoprotetor (Amaravadi et al., 
2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Investigar o papel da autofagia na senescência celular

i. Desenvolver uma metodologia de análise de morfometria nuclear (NMA) para 
complementar a análise da senescência celular bem como pa
típicas de apoptose e catástrofe mitótica

ii. Avaliar a cinética de autofagia e senescência.

iii. Investigar os mecanismos moleculares mediadores na senescência e autofagia 

iv.  Avaliar a cinética de indução e correlação de
acompanhamento de células únicas.

v. Avaliar as consequências da modulação da autofagia na senescência e morte ce

Figura 8 - Representação esquemática do
visa avaliar o papel da autofagia no desfecho induzido por dano ao DNA, focando na interação de autofagia com 
senescência e morte celular. Ainda como parte central deste objetivo, esperamos descrever os mecanismos 
moleculares envolvidos nessa resposta, bem como o papel de ROS e o estado energético celular ao longo da 
resposta ao tratamento. Além disso, para responder as principais perguntas do nosso objetivo (assinaladas pelos 
pontos de interrogação), autofagia será inibida ou ativada.

 

  

OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL  

 

o papel da autofagia na senescência celular induzidas por dano ao DNA

 

Objetivos Específicos 

Desenvolver uma metodologia de análise de morfometria nuclear (NMA) para 
complementar a análise da senescência celular bem como para avaliar alterações nucleares 
típicas de apoptose e catástrofe mitótica 

Avaliar a cinética de autofagia e senescência. 

Investigar os mecanismos moleculares mediadores na senescência e autofagia 

Avaliar a cinética de indução e correlação de autofagia e senescência através do 
acompanhamento de células únicas. 

Avaliar as consequências da modulação da autofagia na senescência e morte ce

Representação esquemática dos objetivos específicos ii - v da presente tese.
visa avaliar o papel da autofagia no desfecho induzido por dano ao DNA, focando na interação de autofagia com 
senescência e morte celular. Ainda como parte central deste objetivo, esperamos descrever os mecanismos 

ssa resposta, bem como o papel de ROS e o estado energético celular ao longo da 
resposta ao tratamento. Além disso, para responder as principais perguntas do nosso objetivo (assinaladas pelos 
pontos de interrogação), autofagia será inibida ou ativada. 
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induzidas por dano ao DNA. 

Desenvolver uma metodologia de análise de morfometria nuclear (NMA) para 
ra avaliar alterações nucleares 

Investigar os mecanismos moleculares mediadores na senescência e autofagia  

autofagia e senescência através do 

Avaliar as consequências da modulação da autofagia na senescência e morte celular. 

 

da presente tese. O objetivo geral 2 
visa avaliar o papel da autofagia no desfecho induzido por dano ao DNA, focando na interação de autofagia com 
senescência e morte celular. Ainda como parte central deste objetivo, esperamos descrever os mecanismos 

ssa resposta, bem como o papel de ROS e o estado energético celular ao longo da 
resposta ao tratamento. Além disso, para responder as principais perguntas do nosso objetivo (assinaladas pelos 
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CAPÍTULO I 

 

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

 

APRESENTAÇÃO 

 

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

 Ao longo do desenvolvimento do trabalho, a indução de diferentes mecanismos pelo 
cotratamento Rsv+TMZ foi testada, tais como autofagia, apoptose, modulação de ciclo celular 
e senescência. Após uma ampla investigação, observamos que os núcleos de células 
cotratadas apresentavam irregularidades, projeções, protrusões e aumento de área. Todos estes 
sinais são típicos do mecanismo de catástrofe mitótica. De fato, a análise da sinalização 
celular disparada pelo cotratamento mostrou um conflito entre sinalização de presença de 
dano ao DNA e parada em fase G2/M do ciclo concomitante à presença de sinais de passagem 
por este ponto de checagem.  

 À época, a quantificação de catástrofe mitótica era realizada de maneira subjetiva, 
através da contagem direta da porcentagem de núcleos que apresentavam irregularidades, 
através da marcação com uma molécula fluorescente (usualmente DAPI). Neste sentido, 
observamos a oportunidade de desenvolver um novo método e ferramenta para mensuração da 
morfometria nuclear de células eucarióticas em cultura. Foi assim que desenvolvemos a 
Análise Morfométrica Nuclear (NMA - Nuclear Morphometric Analysis). O método foi 
validado para os mecanismos de senescência e apoptose, além da análise de irregularidades 
nucleares típicas da catástrofe mitótica, e publicado no periódico PlosOne. O presente 
capítulo descreve as etapas de desenvolvimento e validação do NMA. O Anexo I da presente 
tese corresponde ao Material Suplementar do Capítulo I. 

 Além disso, nós depositamos uma patente metodológica descrevendo as principais 
características e potenciais aplicações do NMA, a qual é apresentada no capítulo subsequente 
(Anexo 2). Em função disso, fomos convidados pelo periódico Recent Patents on Medical 
Imaging para escrever uma revisão acerca das patentes mais recentes descrevendo métodos de 
observação e análise de células eucarióticas, o qual foi publicado sob o título de Recent 
Patents on Morphometric Analysis of Eukaryotic Cells (Filippi-Chiela et al, 2013c). 
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Figure S1 - 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 category as 
indicated and averaged area and NII for LR 
and LI nuclei.  

Supplementary Figures 

 

 

 

 

 

 

 

NMA of colon cancer cells 
HCT116 colon 

cancer cells were treated with DMSO as a 
or vincristine 50 

for 24 h. Numbers in boxes denote the 
percentage of nuclei in each category as 
indicated and averaged area and NII for LR 

Figure S2 - NMA of published MC 
nuclei. Images of normal and MC cells from 
published papers were analyzed using NMA
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NMA of published MC 

Images of normal and MC cells from 
published papers were analyzed using NMA. 
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Figure S3 - NMA of HeLa cells treated with cisplatin or etoposide. HeLa cells were treated with DMSO as 
vehicle control, cisplatin (40 µM) or etoposide (100 µM) [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 NMA. HeLa cells were treated with 
cisplatin (40 µM) 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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CAPÍTULO II 

 

Autophagy and Genome Integrity  

 
 Nos últimos anos tem crescido enormemente o número de trabalhos investigando o 
papel da autofagia em outros mecanismos envolvidos em proliferação e morte celular. 
Entretanto, nenhum trabalho havia sido realizado revisando a literatura que descrevia o papel 
da autofagia na manutenção da integridade genômica e na resposta de dano ao DNA gerada a 
partir de injúrias no genoma. 

 Neste sentido, juntamente com o aluno de doutorado do Laboratório de Reparo do 
DNA Alexandre Teixeira Vessoni, orientado pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Menck, da 
Universidade de São Paulo, analisamos os principais trabalhos relacionando autofagia e 
integridade genômica. O artigo de revisão a seguir foi publicado no periódico Cell Death and 
Differentiation, e descreve os seguintes itens: 

 - Autofagia, metabolismo mitocondrial e tumorigênese 

 - O papel da autofagia no reparo de DNA 

 - Nucleofagia como uma maneira de eliminar DNA injuriado 

 - Vias de sinalização conectando a resposta de dano ao DNA à autofagia 

 - O papel dual da autofagia no contexto do dano ao DNA   

 - O crosstalk entre autofagia e dano ao DNA em neurodegeneração, câncer e 
 envelhecimento 
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CAPÍTULO III   

 

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

 

APRESENTAÇÃO 

 

 Ao contrário da interação entre autofagia e apoptose, a qual já foi demonstrada em 
inúmeros modelos celulares e animais, a relação dos mecanismos de autofagia e senescência 
permanece pouco conhecida. De fato, nenhum trabalho mostrou de maneira integrada e 
completa a relação entre estes mecanismos, e até o momento os resultados existentes são 
inconclusivos. 

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

 Através de análises a nível populacional e do acompanhamento de células únicas, nós 
investigamos os mecanismos por trás dessa interação. O presente capítulo descreve os 
principais resultados dessa investigação, e o trabalho foi recentemente submetido ao periódico 
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 beclin1 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 senescence "did not 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 µM of TMZ for 3 h, followed by replating in Drug-
Free Medium (DFM) (Fig. 1 A). γH2AX(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 Associated-β-
Galactosidase (SA-β-Gal+ cells) (Fig. 1E) and an increase in the percentage 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 glioma cells. (A) U87-LC3 cells 
were treated with TMZ 100 µM for 3 h, followed by growth in drug-free medium (DFM) for the indicated time. 
Time zero (D0) represents 3h after treatment. (B) Western blot for the indicated proteins at 3D, 5D and 7D after 
DFM replating; LC – loading control, comassie blue stained membrane. (C) Cell cycle distribution. Top – 
representative plots; bottom 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 D7. (D) Cumulative population doubling (CPD) of cells treated as in (a). (E) 
Representative images of SA-β-gal staining; numbers represent the quantification of the percentage of β-gal-
positive cells (mean ± SEM); scale bar: 80 µm. (F) 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). NII 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 pT172-αAMPK 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-Atg13), and pS792-Raptor, which when 
phosphorylated disrupts the formation of mTORC1, 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-GSK3β was 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/II 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/PI3k/mTOR suppression. (A) U87 cells were treated as described in Fig 1A and western blot for 
the indicated proteins and phospho-proteins were performed; LC – loading control, comassie blue stained 
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: 20µm. (C)  Acridine orange (AO) staining - 
graph shows the percentage of AO-positive cells versus AO 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/II. LC – loading control, comassie blue stained 
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 question 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 CPD and β-Gal staining (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 treatment. (A) Contour 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 area (nP - top) and cell area 
(cP - bottom) 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 each color. (B) Summary 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 characteristics (C) 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 already βgal+ positive at D3 in 
relation to βgal- cells. Interestingly, GFP-LC3 status was inversely correlated with nuclear 
area in βgal+ but not βgal- cells, with LC3- cells being significantly larger than 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 βgal- cells when compared to βgal+, suggesting that progression to senescence eventually 
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 to D7 (not shown). 
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 cell level. (A) LC3 
and βgal staining in relation to nuclear area at D3 (Left); in red average ± SEM; *p<0.05 and **p<0.01.  Letters in the graph 
(A to G) correspond to the representative examples of βgal/LC3 double-positive cells shown on the right; scale bar: 20 µm. 
The number of events shown does not represent the ratio of each population of cells. (B) Representative images of TMZ-
treated cells that decrease autophagy before (left), after (mid) or concomitant with (right) 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 µm. 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 each profile. (C) 
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 3D. (D) 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) region; insert: Profile of GFP-LC3 and βgal 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 (BafA1) at D3 for 24h reduced TMZ-

induced autophagy only while present (i.e. 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 BafA1 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, BafA1 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 proportion of βGal+ 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 BafA1 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 percentage of βgal+ cells at D7 in comparison to TMZ alone (Fig. 6 D) 
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 shown by βgal staining (Fig. 6I), 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 glioma cells. (A) 
Top - Experimental design. Bafilomycin A1 (BafA1) 100 nM was added at D3 for 24 h; 3-methyladenine (3MA) 
2 mM was added for 1h at days 3, 4 or 5. Left graph - AO graph for BafA1. Right graph - AO graph for 3MA; 
data are presented as % of AO-positive cells versus AO 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 µm. (C) Western blot for caspase-3. (D) NMA contour plot at D7; NA1, NA2 
and NA3 correspond to regions 1, 2 and 3, respectively; SR: small and regular (i.e. apoptotic) nuclei. (E) 
Representative images of SA-β-gal staining at 7D; numbers denote the percentage of βgal-positive cells; scale 
bar: 100 µm. #p<0.05 and ##p<0.01 in relation to TMZ alone. (F) Percentage of βgal+ cells. #p<0.05 and 
##p<0.01 in relation to TMZ. (G) CPD of cells treated as in (a). #p<0.05 in relation to TMZ. 
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Figure 6 Rapamycin increases TMZ-induced senescence. (A) Cells 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: 40 µm. (C) AO 
graphs; data are presented as % of AO-positive cells versus AO intensity. (D) SA-β-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 µm. (E) CPD after treatment as in 
(a). (F) Cells were pre-treated with RAPA 100 nM 24h before TMZ. (G) Percentage of GFP-LC3-positive cells; 
#p<0.05 comparing TMZ to TMZ+RAPA. (H) AO graphs. (I)  Percentage of SA-β-gal-positive cells; *p<0.05 
and **p<0.01 in relation to TMZ alone. (J) CPD and western blot for p21 protein. LC – loading control, 
comassie blue stained 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 TMZ in vitro. (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 (right). (B) Top - cells were pre-treated with RAPA 100 nM for 24 h followed by 
treatment with 100 µM 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 §§§ 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 al showed 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 mTORC1 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, silencing of Atg5 and Atg7 only 
attenuated senescence induced by H2O2 in 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 NA1 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 São 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 (BafA1), 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 25ºC. 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 (SA-β-gal 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 100 µM for 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 = [log N(t)-logN(to)]/log 2, where N(t) is the number of cells per well 
at time of count, and N(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 (AVOs) 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 2.7 µM 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 cells versus red 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-3β, gammaH2AX, pCdc2, 
cyclin D1, pH3 histone, p21, and pp38  (Cell Signaling, Beverly, MA).  

 
Senescence-associated beta-galactosidase (SA-β-gal or β-gal) assay 
Cells were treated, washed twice with PBS and replated at a density of 2 x 104 cells/well, 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 NaCl, and 2 mM MgCl2) 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 of SA-β-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-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 as µm2. 

 
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 50 µg/ml 
Propidium Iodide, 0.1% Triton X-100 and 50 µg/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 100 mM, EDTA 4 mM, pH 7.5) 
and samples heated at 95ºC 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 nM – 1 µM). 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 100 µM for 3 h, followed by two washes 

and cell replating at a density of 1 x 104 cells 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 pixel2. 

 
 
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 1 Chronic effect of acute TMZ treatment on nuclear morphometry and autophagy in 
TMZ-treated cells. U87-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 control. (B) Percentage of cells in NA1, NA2 and NA3 regions over 
time, based on graphs of Fig. 1f.  (C) relative AO red intensity and (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 treatment. (A) 
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 and same colors represents two cell with a similar start point; Insert: Tracks of cells that entered 
apoptosis. (B) Representative tracks of cells that share a similar position at day 4 cell; (C) Representative tracks 
of cells that started single cell tracking with very similar characteristics of nuclei and GFP-LC3 area; (D) 
Representative graph of several cells reached a similar position at D4.5. (E) 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 cells. Insert:  Detail of cells without autophagy. 
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Supplementary Figure 3 Doxorubicin induces the co-occurrence of autophagy 
and senescence. (A) U87-LC3 cells were treated with Doxo 100 µM for 3 h, 
followed by replating in DFM for 7 days, after which cells were fixed with 
paraformaldehyde 2% and stained for SA-β-gal. (B) Representative images of 
the profile of GFP-LC3 and βgal staining at D7 after TMZ treatment; scale bar: 
20 µm.  
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Supplementary Figure 4 Inhibition 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 cells (left) and AO red intensity (right). (B) Representative 
images of the same field treated with TMZ+3MA over time (3, 5 and 7d); left image show 
images of cells treated with TMZ+3MA; scale bar: 30 µm; right images – detail of two 
apoptotic cells (cells A and B), triggered after 3MA treatment.  
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Supplementary Figure 5 Rapamycin 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. 6a. (C) GFP-LC3 dots formation assay assessed 0, 2 
and 3 days after TMZ treatment, as showed in Fig. 6f; scale bar: 20 µm. (D and 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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CAPÍTULO IV 

 

 

 

 

 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

APRESENTAÇÃO 
 
 A idéia do comentário apresentado neste capítulo surgiu a partir do desenvolvimento 

da parte experimental central, apresentada no capítulo anterior. Revisando a literatura acerca 

da conexão de autofagia e senescência, encontramos diversos trabalhos que apresentavam 

ensaios incompletos, o que prejudicou a interpretação ou conclusões baseadas nos resultados. 

Na maioria destes trabalhos foram utilizados inibidores de autofagia, mas o número de células 

e a indução de morte celular não foram avaliadas. Desse modo, aqueles trabalhos que 

mostram redução da autofagia e redução concomitante da senescência apresentam o viés de 

que algumas células poderiam estar sendo eliminadas por algum mecanismo de morte celular. 

 Este comentário será submetido à revista Autophagy. 
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INHIBITION OF AUTOPHAGY 
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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; 
BafA1 (Bafilomycin A1) 
  
 
 
 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 
questions 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 death 1-2. Until 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 3. From that time to now, the knowledge about the mechanism increased dramatically 
and the concept of autophagic cell death was demystified 4-5.  The current state of art point to 
autophagy as contributing to cell adaptation and survival in the majority of cell types and 
models6. Indeed, autophagy also seems to contribute to cell cycle arrest and senescence7-9, 
despite no data definitely showing this connection or an interdependence between these 
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mechanisms10. Autophagy, apoptosis, cell cycle alterations and senescence can be triggered 
by a single stress inductor, but with different kinetics7-11. Thus, pro-death signals may also be 
present in arrested or senescent cells but suppressed by pro-survival mechanisms, among 
which is autophagy12. The interest on the functional connections between these mechanisms 
has been propelled by the key role that autophagy and senescence have received in several 
physiological and pathological contexts, such as aging, neurodegenerative diseases and cancer 
13-14. 
  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 15. Inhibition of autophagosome formation has been 
achieved mainly through treatment with 3-methyladenine (3MA), wortmannin, spautin or 
shRNA to Atg genes, such as Atg1 (Ulk1), Atg4, Atg5, Atg6 (beclin-1), Atg7 or Atg12. 
Inhibition of autophagolysosomes formation, in turn, has been usually achieved 
pharmacologically through inhibition of lysosome acidification using cloroquine (CQ), 
hydroxicloroquine (HCQ) and Bafilomycin A1 (BafA1). 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 mechanisms (Figure 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 necrosis (Fig. 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 
reduced (Fig. 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 number 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 inhibition (Table 
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 Table 1 11, 16-18. 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.  
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TABLE 1 - Review of main works that used autophagy inhibition and consequences of this inhibition. 

 
Autophagy 
Inhibition* 

Autophagy 
inhibitor 

Effect of autophagy inhibition 
(% of alteration and method 

used) 
Treatment Cells Data 

lacking Ref 

P
H
A
R
M
A 
C
O 
L 
O 
G 
I 
C 

↓65% (AO 
cytom. e 
microsc.) 

3MA 5mM 
1h PreT 

↑ Apo - 15% (Anex) 
↑ Necr - 5% (PI) 

↓ Senesc - 50% (bgal) 

Imidozoacridinone 
C1311, 7days 

A549 lung 
cancer 

Cell 
number 16 

↓55% (AO 
cytom. and 
microsc.) 

3MA 5mM 
1h PreT 

 

↑ Necr - 16% (PI) 
↓  Apo - from 5% to 3% 

(PI) 
↓ Senesc - 30% (βgal) 

Imidozoacridinone 
C1311, 7days 

H460 lung 
cancer 

Cell 
number 16 

Not shown 
 

3MA 10mM 
(no time) 

↑ Apo 12% (Anex) 
↓Senesc - 3-fold (βgal) 

 

Glycated collagen I 
(GC) 

Human 
Umbilical 

Vein 
Endothelial 

Cells 
(HUVEC) 

Proof of 
3MA 

efficacy; 
cell 

number 

17 

↓ LC3 I/II wb 

3MA 
10mM, 

from day 3 
to 5 after 

Temozolom
ide 

treatment 

↑ Cell death with signs of 
micronuclei - 40% 

(microscopy) 

Temozolomide 100 
µM, 3h 

U251 
glioma 

Cell 
number; 
specific 

cell death  

25 

↓ pULK1 wb 
3MA 10mM 

(no time) 
↑ Apo - 10% (Sub-G1) 

UV irradiation and 
p18-CycE (a 

product of cyclin E 
cleavage) 

NCI-H1299 
lung cancer 

Cell 
number; 
apoptosis 

assays 

11 

 
↓ 3-folds LC3 I/II 
conversion (wb) 
↓14% (AO 

cytom) 
 

3MA 2mM 
1h PreT 

↑ Apo - 30% Apo (Anex) 
↓CC arrest (S and G2/M) - 

22% 

Resveratrol, 24h 
and 48h 

U87 glioma 
Chronic 
assays 18 

CQ - ↓34% (AO 
cytom.); ↑p62 

3MA - ↓ 42% (AO 

cytom.); ↑p62 

3MA 5mM, 
1h PreT 

CQ 5µM, 
1h PreT 

↓Senesc - only 
demonstrative, not 

quantified (βgal, p21) 
 

Adriamycin 

MCF7 
human 
breast 
cancer 

Cell 
number 
and cell 
death  

 
8 
 

 Autophagy 
Inhibition* 

Autophagy 
inhibitor 

Effect of autophagy inhibition 
(% of alteration and method 

used) 
Treatment Cells Data 

lacking Ref 

G
E
N
E 
T 
I 
C 

↓ LC3 I/II 
conversion (wb) 

Atg5 
shRNA 
Atg7 

shRNA 

 
Atg5 shRNA - ↓Senesc - 
20% (bgal); ↑ 5% BrdU 

Atg7 shRNA - ↓ Senesc - 
18% (bgal) 

Ras overexpression 
IMR90 
diploid 

fibroblasts 

Cell 
number 
and cell 
death 
assays 

13 

↓ 18% (AO 
cytom.) 

Atg7 
shRNA 

↑ Apo - 13% (Sub-G1) 
↓Senesc - 1.7 fold (bgal) 
↓ Surviving Fraction 

UV irradiation and 
p18-CycE (a 

product of cyclin E 
cleavage) 

NCI-H1299 
Lung cancer 

Cell 
number 
and cell 
death 
assays 

11 

↓ LC3 I/II 
conversion (wb) 

Atg5 
shRNA 

↓Senesc - 18% (bgal) 
↑ ProliferaKve cells - 6% 

(BrdU) 
H2O2 

W138 
human 
diploid 

fibroblasts 

Cell 
number 
and cell 
death 

9 

Atg5 shRNA - 
↓46% (AO 

cytom.) 
Atg7 shRNA - 
↓53% (AO 

cytom.) 

Atg5 
shRNA 
Atg7 

shRNA 

Atg5 shRNA - ↓Senesc - 8% 
(bgal) 

Atg7 shRNA - ↓Senesc - 
12% (bgal) 

Adriamycin 

MCF7 
human 
breast 
cancer 

Cell 
number 
and cell 
death 

8 

↓ 30% (AO 
cytom.); ↑p62 

Atg5 
shRNA 

↓Senesc - 9% (bgal) Cisplatin 

MCF7 
human 
breast 
cancer 

Cell 
number 
and cell 
death 

8 

*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 (H460 cells) 16. 
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 19-22. This aspect is also important because autophagy inhibition has emerged as an 
alternative to increase the toxicity of chemotherapeutics 23, which has propelled some clinical 
trials to test CQ and HCQ in combination to other chemotherapeutics24. Thus, 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 stated 10. Since 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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CAPÍTULO V  

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

APRESENTAÇÃO 

 

 A análise de senescência in vitro é limitada. O principal marcador utilizado é o 

aumento da atividade da enzima β-galactosidase ácida associada à senescência (SA-β−gal). 

Outras alterações morfológicas também são evidenciadas, como aumento das áreas nuclear e 

celular, bem como surgimento de prolongamentos e surgimento de foci intranucleares de 

heterocromatina associados à senescência.  

 Com o desenvolvimento da Análise Morfométrica Nuclear (NMA), apresentada nos 

capítulos I e II da presente tese, e utilização do NMA no capítulo IV, nós observamos a 

dinâmica de alteração nuclear ao longo do desenvolvimento de senescência. Dessa forma, nós 

sugerimos neste comentário que a marcação com SA-β-gal pode gerar resultados falso-

negativos, uma vez que é um marcador tardio da senescência celular. Por outro lado, o 

aumento do tamanho nuclear é uma alteração inicial neste mecanismo. Aqui, discutimos as 

alterações morfológicas e moleculares que ocorrem ao longo do tempo durante o 

estabelecimento da senescência. 

 Este comentário será submetido à revista Aging Cell no formato de short take. 
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Abstract 
The irreversible cell growth arrest that characterizes senescent cells in vitro 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 SA-β-gal 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-β-gal, in turn, increased later. Despite different kinetics, 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; SA-β-gal; nuclear morphometry; p21; cell area; nuclear area 

 

 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 histone γH2A.X, a marker of DNA damage (Zhang et al. 2005; Funayama 2007). 
Molecular markers include mediators of stress response such as p53 (Bond et al. 1994; 
Serrano et al. 1997) and γH2A.X (Wang et al. 2009), hipophosphorylated Retinoblastoma 
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 lysosomal enzyme beta-galactosidase (Senescent-Associated beta-
Galactosidase, SA-β-Gal) (Dimri et al. 1995).  
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 ASSAY

*  Q S 
KEY CONCEPTS AND 
CHARACTERISTICS 

FALSE NEGATIVES FALSE POSITIVES 

       
C
E
L
L
  
 
G
R
O
W
T
H 

 
CPD or 

PDT 
 

+ ++ 

Number of cells has to 
stabilize and time to 

duplicate the population has 
to increase. It is important to 
keep in mind that the time 

necessary to reach the 
stabilization of cell number 
varies depending on the cell 

type and the inducer of 
senescence, and may take up 

to 30 weeks (Dulic et al. 
2000). 

Despite a ∆CPD that suggests 
senescence after a treatment (T), the 
averaged ∆CPD can be composed 
by a subpopulation of proliferative 
cells (T.1, ∆CPD+), and another 

subpopulation that dies after 
treatment (T.2, ∆CPD-). The 

presence of T.1 and T.2 
subpopulations can be elucidated by 
BrdU and specific cell death assays. 

 

High proportion of quiescent 
cells, which can remain 

arrested at the cell cycle for a 
long term but without 

entering senescence (e.g. 
differentiated cells or cells 

exposed to stressful 
environment).  

A stable proportion of cell 
death that maintains the 

population stable. 

M 
O 
L 
E 
C 
U 
L 
A 
R 

p21 
increase  

+ + 

P21 is a major Cyclin-
dependent Kinase Inhibitor 
(CKI) induced during G1, S 
or G2/M cell cycle arrest and 

senescence. 

P21-independent senescence 
(Pantoja & Serrano 1999; Groth et 

al. 2000), such as Ras 
overexpression in murine 

fibroblasts or fibroblasts expressing 
HPV-16 E6 (Dulic et al. 2000). Its 

levels can decrease after senescence 
establishment (Alcorta et al. 1996; 
Robles & Adami 1998; Goodwin et 

al. 2000). 

P21 controls transient 
quiescence entry through 

suppression of CDK2 activity 
at the end of M phase 

(Spencer et al. 2013). It also 
can reach maximum levels 

early during cell cycle arrest 
(Blajeski et al. 2002; Li et al. 

2012) and also increases 
during transient arrest 
(Barnouin et al. 2002).  

 
p16 

increase  
 

+ + 

P16 is a major CDK4/6 
inhibitor induced during G1 

cell cycle arrest and 
senescence. It is induced by 

telomere dysfunction (Jacobs 
& de Lange 2004) but 

increases only after p21 in 
replicative senescence 

(Alcorta et al. 1996; Stein et 
al. 1999). Not commonly 
expressed by quiescent  or 
differentiated cells (Alcorta 
et al. 1996; Hara et al. 1996; 
Serrano et al. 1997; Stein et 

al. 1999). 

There is some p16-independent 
mechanisms of senescence 
induction, such as through 

chromatin remodeling (Prieur et al. 
2011) or in OIS induced by 

overexpression of Raf-1 (Olsen et 
al. 2002). Transiently induced after 
ionizing radiation, which induces 

senescence (Wang et al. 2006), P16 
usually increases as a final    

None found 

pRB 
hipoph.  

+ + 

RB is a key controller of cell 
cycle through binding to E2F 
transcription factors, which 
are fundamental to G1 to S 

and G2 to M transitions, and 
DNA replication. When 

hiphosphorylated, pRB stays 
bound and inhibiting E2F, 

blocking cell cycle 
(Weinberg 1995; Talluri et 

al. 2010).  

Despite being a key component of 
checkpoints, senescence can be 

induced in a Rb-independent way 
(Lehmann et al. 2008). 

Fully reduced with only 24h 
of serum deprivation (Gao et 
al. 2004; Johnson et al. 2010) 

or after cyclin D-CDK4/6 
inhibition (Fry et al. 2004), 
which lead to transitory G1 
arrest. A conflicting context 

with high levels of 
hyperphosphorylated in 
senescent cells has being 

described (Dulic et al. 2000). 

γH2A.X + + 

H2A.X histone is the initial 
DNA damage sensor (for 
exogenous DNA injury or 
telomeres shortening), as 
well as being activated by 

ROS or oncogenic activation. 

Increase already 24h after 
adenovirus infection, without 
inducing DNA damage. It is 

dispensable to AAV-foci formation 
and maintenance and for Chk1 

increment, but is important for p21 
increase and CC arrest (absence of 
H2AX lead to cell death by mitotic 
catastrophe) (Fragkos et al. 2009); 

increase transiently after DNA 
damage, followed by a long term 

reduction (Fig. S1A). P21 
suppresses radiation-induced 

H2A.X phosphorylation (Gabai et 
al. 2010). 

Transiently induced after 
DNA damage, followed by 

DNA repair and no cell death 
or proliferation arrest (Huo et 

al. 2011). Transiently 
induced early after TRAIL 

treatment (Solier et al. 2009). 
Increase in response to 

alterations in NaCl 
concentration and DNA 

damage in proliferative cells 
(Dmitrieva & Burg 2004; 
Dmitrieva et al. 2004) and 

early after adenovirus 
infection (Fragkos et al. 

2009). Stainsn 
cardiomyocytes from 

cardiomyopathy (Siggens et 
al. 2012).  
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(Table 1 - continuation) 

 
 

ASSAY
*  

Q S 
KEY CONCEPTS AND 
CHARACTERISTICS FALSE NEGATIVES FALSE POSITIVES 

M 
E 
T 
A 
B 
O 
L 
I 
C 

SA-β-Gal + ++ 

SA-β-Gal is a lysosomal 
enzyme increased in 

senescent cells, both in vitro 
and in vivo (Dimri et al. 

1995). 

 
 

None found 
 
 
 
 

Marks positively to cells 
contact-inhibited or starved 

from serum for 2 days 
(increase from less than 10% 

to 60% and 100% of 
positively stained cells, 

respectively; subculture of 
confluent cells reduced the 
percentage of staining to 

control levels) (Yang & Hu 
2005); marks cells with 

increased lysosome mass 
(Kurz et al. 2000). 

 
M 
O 
R 
P 
H 
O 
L 
O 
G 
I 
C 
 

Nuclear 
Enlarg. 

- ++ 

Occurs even in the absence 
of DNA breaks, as shown 3d 

after Sodium Butyrate 
treatment (Pospelova et al. 

2009), 10d after 
overactivation of PI3K/Akt 
pathway (Astle et al. 2012) 

and 4d after adenovirus 
infection (Fragkos et al. 

2009) which also induced 
senescence.  Not described in 

vivo. 

None found None found 

 SAHF - ++ 

Does not occur in reversible 
arrested cells(Narita et al. 
2003); it is dispensable for 
senescence (Kosar et al. 

2011). Also occurs in vivo 
(Braig et al. 2005). 

None found None found 

Cell 
Enlarg. 

- ++ Not described in vivo. None found None found 

*Abbreviations: Q = QUIESCENCE; S = SENESCENCE; CPD, Cumulative Population Doubling; PDT, 
Population Doubling Time; Hipoph, hipophosphorylation; SA-β-Gal, 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 SA-β-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 (Hirose et al. 2005; Filippi-Chiela et al. 2013). Cells were 
treated for 3h with TMZ 100 µM, followed by replating in Drug-Free Medium (DFM) (Fig. 
S1A). After 3, 5 and 7 days we assessed the levels of p21, γH2A.X, pCdc2(Y15), cyclin D 
and pH3(S10) (Fig. S1B), Cumulative Population Doubling (CPD) (Fig. S1C), CC 



117 
 
distribution (Fig. S1D), cell and nuclear area (Fig. S1E), SA-β-gal (Fig. S1F), and nuclear 
morphometry (Fig. S1G). 

 We next defined the ∆CPD, i.e. the variation of CPD for each interval of analysis, 
which represents the proliferative capacity of a given population (the closer the averaged 
∆CPD to zero, the higher the probability of an arrest in cell proliferation – see insert in Table 
1). ∆CPD confirmed the high reduction of population growth from day 3 onwards. In contrast, 
the averaged ∆CPD to control cells was 0.82 during the same period (not shown). Senescence 
markers increased with different kinetics over 7 days (Fig. 1A). Nuclear area and cell area 
were altered with high correlation (r=0.95), as previously observed in yeast (r=0.77). The 
'karyoplasmic ratio' (nuclear area per cell area ratio) varied from around 6 to 8%, as showed 
by others (Jorgensen et 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 and SA-β-gal increased later (Fig. 1A). 
Despite presenting different kinetics, all senescence markers presented high correlation with 
∆CPD (Fig. 1C). Similarly, in a model of senescence induced by DNA damage in breast 
cancer cells, cell enlargement occurred early, while SA-β-gal 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 (Parker et al. 1980), presented 
enlarged nuclei, in comparison to only 4% in early passage C6 cells. On the other hand, the 
percentage of SA-β-gal cells was around 19% to LPC6 cells, which also presented increased 
cell area (Pereira et 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, SA-β-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 
(Huang et al. 2009; Cho et al. 2011). Moreover, some molecular markers, including p21, 
decline after senescence establishment, as well as some stimuli induce p21- or p16-
independent senescence (Table 1). In fact, the molecular definition of senescence is complex. 
Based on a cell population model and mathematical estimations of senescence Lawless et al 
found that the best combination to predict senescence was the number of Ki67-negative cells 
containing 5 or more γH2A.X foci (Lawless et 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 and SA-β-gal 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.  
 
Acknowledgments: This work was supported by CNPq, 472512/2011-0; ICGEB BRA11/01, 
Pronex-Fapergs 10/0044-3 and FAPERGS/PRONEN 11/2072-2. The authors declare no 
competing financial interests. 
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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 (∆CPD) for each interval of CPD curve with similar color. ∆CPD was multiplied by 100 to facilitate 
data visualization (real values were 0.6, 0.25 and 0.5). (B) (Nuclear area) / (cell area) correlation; bottom - 
percentage of nuclear area in relation to cell area. (C) Pearson coefficients concerning the correlation between 
markers with ∆CPD (Box 1), % of SA-β-gal cells (Box 2), and p21 levels (Box 3). (D) 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-β-gal in percentage concerning the real values. Bottom – number of senescent cells (S) 
based in each marker (% of LR nuclei or % of SA-β-gal+ cells); P = proliferative cells. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 

 
Supp. Fig. 1 DNA damage induced by TMZ in glioma cells. (A) Cells were treated for 3h with TMZ 100 µM, 
followed by replating in Drug-Free Medium (DFM). (B) At days 3, 5 and 7 we assessed p21, pCdc2 (Y15), 
γH2A.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 SA-β-gal. Numbers represent the percentage of SA-β-gal-
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 (NA1), 
2SD to 4SD from the average (NA2) and more than 4SD from the mean (NA3). NII 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 São 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 TMZ 100 µM for 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 = [log N(t)-logN(to)]/log 2, where N(t) is the 
number of cells per well at time of count, and N(to) 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 al. 2009), 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 50 µg/ml Propidium Iodide, 0.1% Triton X-100 and 50 µg/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 (SA-β-gal or β-gal) assay 
Cells were treated, washed twice with PBS and replated at a density of 2 x 104 

cells/well, 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 NaCl, and 2 mM MgCl2) 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 of SA-β-
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-

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). 
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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 DISCUSSÃO INTEGRADA 

 A presente tese teve, como um dos objetivos centrais, avaliar o papel da autofagia na 
senescência induzida por dano ao DNA. Para isso, utilizamos células de gliomas tratadas com 
TMZ como modelo, levando em conta ainda a indução de morte celular neste contexto e após 
modulação da autofagia. Embasando o presente estudo e corroborando a importância do 
estudo da interação entre autofagia e senescência, no início de 2014 Gewritz ressaltou que 
"nenhum trabalho apresentou acompanhamento temporal completo de autofagia e senescência 
induzidas por um determinado estímulo", bem como que "nenhum trabalho provou 
definitivamente que a senescência é estritamente dependente de autofagia prévia" (Gewirtz, 
2014).  

 A partir dos resultados obtidos no capítulo III e incorporando os conceitos debatidos 
nos Capítulos IV e V, três hipóteses principais foram geradas na tentativa de explicar os 
mecanismos que medeiam a interação entre autofagia e senescência celular a partir do dano ao 
DNA, considerando ainda a indução de morte celular neste contexto: (i) Hipótese oxidativa, 
que sugere um papel central de espécies reativas na resposta à TMZ; (ii) Hipótese 
Mitocondrial, que coloca as mitocôndrias como componentes centrais na resposta à TMZ; e 
a (iii) Hipótese da Proteína Atg5, a qual descreve um possível papel da proteína Atg5 na 
modulação de autofagia, senescência e apoptose induzidas por TMZ. Estas hipóteses serão 
discutidas abaixo, juntamente com alguns resultados adicionais e outras seções discutindo os 
principais resultados obtidos no trabalho. Cada seção apresenta um resumo e, as seções 
referentes às hipóteses, apresentam as perspectivas. 

 

 

 i. A Hipótese Oxidativa 

 

 

 

 

 No Capítulo III da presente tese demonstramos que o tratamento agudo com TMZ 
disparou autofagia crônica transiente e senescência a longo prazo em células de glioma. Este 
efeito foi acompanhado por uma ativação também transiente das vias AMPK/Ulk1 e p38 
MAPK, enquanto a via Akt/PI3K/mTOR foi reprimida cronicamente.  

 Diversos trabalhos têm demonstrado que indutores de dano ao DNA exercem 
toxicidade não apenas através da lesão ao genoma, mas também através da produção de ROS 
(Li  et al., 2001; Bito et al., 2010; Kang et al., 2012; Lv et al., 2013). O mecanismo pelo qual 
estes agentes fazem isso, porém, é pouco conhecido, mas parece envolver a ativação da 
proteína Nox1 (NADPH-oxidase 1), uma das principais mediadoras intracelulares da 
produção de ROS, pela proteína H2A.X (Kang et al., 2012). As espécies reativas podem 
alterar componentes celulares incluindo mitocôndrias, membranas celulares, proteínas e o 
próprio DNA. Neste contexto, autofagia é fundamental para eliminação de organelas e 
proteína oxidadas com o objetivo de manter a homeostase celular e impedir uma 
retroalimentação positiva de geração de ROS e aumento do dano celular (Scherz-Shouval & 

Resumo  

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

medeiam a autofagia e/ou a senescência induzidos pelo agente alquilante. 
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Elazar, 2009). Da mesma forma, células em processo de senescência induzida por diferentes 
mecanismos, como replicação, superexpressão oncogênica ou outros tratamentos 
farmacológicos como Resveratrol, também apresentam produção aumentada de ROS em 
algum momento do processo, usualmente anterior à parada na proliferação (Lee et al., 1999; 
Colavitti & Finkel, 2005; Heiss et al., 2007; Kuilman et al., 2010). Na senescência induzida 
por superexpressão de oncogenes, por exemplo, ROS exerce papel central (Lee et al., 1999). 
Além disso, aumento de ROS pode levar à ativação de AMPK, independente do estado 
energético celular e da razão AMP/ATP. Da mesma forma, entre as consequências do 
aumento de ROS intracelulares estão o disparo da autofagia e a senescência. 

 Assim, testamos a hipótese de que TMZ estaria induzindo, além da DDR, aumento dos 
níveis intracelulares de ROS, e que estes poderiam estar mediando o efeito da TMZ. De fato, 
TMZ induziu um aumento transitório dos níveis intracelulares de ROS com pico no D3, como 
avaliado pela oxidação da molécula DCF e citometria de fluxo, (Figura 9A). A supressão do 
aumento de ROS utilizando o antioxidante N-acetilcisteína (NAC) (Figura 9A) reduziu a 
porcentagem de células autofágicas (Figura 9B e 9C) e restaurou parcialmente a capacidade 
proliferativa das células (Figura 9D). Corroborando estes dados, a porcentagem de células 
senescentes também foi reduzida com a supressão de ROS (Figura 9E), sugerindo que ROS 
tem um papel importante na indução de autofagia e senescência induzida por TMZ em 
gliomas. Similar aos nossos resultados, em células de câncer de mama MCF7 o tratamento 
com Doxorubicina (Doxo), inibidora de topoisomerase II que leva a quebras no DNA, induziu 
autofagia e senescência em 72h de tratamento, e NAC também reduziu parcialmente a 
indução de ambos os mecanismos (Goehe et al., 2012). Dessa forma, a resposta integrada de 
DDR e aumento de ROS parece ser responsável pela indução de autofagia e senescência após 
tratamento com diferentes tipos de indutores de dano ao DNA. 

 Quando analisamos os níveis de ROS em células expostas ao cotratamento de 
RAPA+TMZ, o qual aumentou a entrada em senescência e acelerou o aumento de p21 se 
comparado à TMZ sozinha, nós observamos que o cotratamento induziu níveis ainda maiores 
de ROS no dia 3 comparado à TMZ (Figura 9F), reforçando a hipótese de que ROS atue 
como intermediário da indução de autofagia e senescência por agentes indutores de dano ao 
DNA. Neste sentido, é plausível assumir que, no contexto do cotratamento de TMZ+RAPA, o 
aumento de ROS, em cooperação com a inibição de mTOR, esteja envolvido no aumento da 
autofagia e senescência induzida pelo cotratamento TMZ+RAPA. 

 Além disso, a cinética de indução da proteína p38 MAPK, importante sensor de 
estresse celular, foi muito semelhante à curva de indução de ROS, com pico no dia 3 seguido 
de redução. De modo similar, o tratamento de fibroblastos humanos diplóides W138 com 
H2O2 disparou ROS e ativou p38. Ainda, estas células aumentaram a expressão de Atg5, a 
qual mediou tanto o aumento da autofagia quanto o aumento de p21, levando à senescência 
celular. Neste modelo, entretanto a indução tanto de autofagia quanto de senescência ocorreu 
de maneira mTOR-independente (Luo, 2011), o que não pode ser afirmado para os nossos 
dados. Porém, a favor destes resultados, aqui observamos que a autofagia e ROS seguem uma 
cinética muito semelhante à das vias AMPK/Ulk1 e p38, mas não a cinética de inibição de 
mTOR, já que no dia 4 ocorreu a redução orquestradas da autofagia mesmo no contexto da 
forte supressão da via Akt/mTOR. Por outro lado, mTOR apresenta uma cinética de repressão 
que se assemelha muito à indução de senescência. 
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 Figura 9 - Mecanismo de ação da TMZ testado para a hipótese oxidativa - ROS exerce papel na 
autofagia e senescência induzidas por TMZ. (A) Topo - Células U87 GFP-LC3 foram tratadas com 
TMZ 100 µM por 3h, seguido do replaqueamento em Meio Livre de Droga (DFM). Nos intervalos 
indicados, células foram tratadas com o antioxidante N-acetilcisteína (NAC), 10 mM. Abaixo - níveis de 
ROS totais medidos pelo ensaio de DCF; basicamente, células foram recolhidas, lavadas 1x com CMF1x 
e incubadas com 10µM de DCF em CMF1x, por 30 min, a 37ºC, seguido da leitura em citômetro de 
fluxo. Números em preto: porcentagem de células positivas; Em vermelho: intensidade de marcação com 
DCF em relação ao controle (média±erro padrão); *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 com relação ao 
controle; #p<0.05, ##p<0.01 e ###p<0.001 em relação à TMZ. (B) Porcentagem de células GFP-LC3 
positivas ao longo do tempo. *p<0.05, **p<0.01 em relação à TMZ. (C) Marcação com laranja de 
acridina. números representam os dias de análise. (D) Population Doubling Cumulativo. *p<0.05, 
**p<0.01 em relação à TMZ. (E) Porcentagem de células positivas para a marcação com SA-β-gal após 
5d e 7d. **p<0.01 em relação à TMZ. (F) Células foram pré-tratadas por 24h com RAPA 100 nM 
seguido do tratamento com TMZ 100 µM por 3h. Após, células foram replaqueadas em DFM. Nos dias 3, 
5 e 7 os níveis de ROS intracelular foram medidos por DCF. 
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A regulação da autofagia por ROS é complexa e envolve a ativação de diversos genes 
autofágicos, como resumido de maneira completa na Figura 10. O aumento de ROS causa a 
ativação da via AMPK (Figura 10 - quadro vermelho), o que pode ocorrer de maneira 
independente da razão AMP/ATP (Emerling et al., 2009; Mungai et al., 2011). É através da 
via ROS→AMPK→Autofagia que ocorre parte da autofagia induzida durante a  privação de 
nutrientes (Li et al., 2013). Dessa forma, é plausível assumirmos que a ativação de AMPK por 
TMZ tenha ocorrido, ao menos em partes, em função do aumento de ROS. A ativação 
sustentada de AMPK após dano ao DNA também foi observada em células epiteliais expostas 
à H2O2 (Yao et al., 2013), em um mecanismo que envolve ativação 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 retroalimentação positiva, em que ROS ativa ainda 
mais a via de DDR envolvendo ATM/LKB1 (Figura 10 - quadro cinza), o que poderia 
explicar os efeitos crônicos após exposição aguda à indutores de dano ao DNA. Neste 
contexto, autofagia parece ser fundamental à eliminação de componentes celulares 
danificados, gerando um contexto permissivo à entrada em senescência a longo prazo e 
evitando apoptose nestas células. 

Outra ligação importante entre ROS e autofagia ocorre através da via de proliferação e 
sobrevivência celular PI3K/Akt (Figura 10 - quadro preto). ROS pode atuar inibindo a 
proteína PTEN, principal proteína repressora da via PI3K/Akt, levando à ativação da mesma 
e, potencialmente, à proliferação celular. Porém, as células U87 são mutadas para a proteína 
PTEN, de modo que a redução da via PI3K/Akt observada aqui deve ser mediada pela DDR 
com supressão de mTORC2, e não pelo efeito de ROS sobre a proteína PTEN. 

E, finalmente, um dos mecanismos mais complexos e interessantes na interação entre 
ROS e autofagia envolve a proteína Atg4 (Figura 10 - quadro amarelo). Em condição de 
privação de nutrientes, ROS medeiam, pelo menos parcialmente, a ativação de autofagia. 
Porém, ROS também inibem a proteína Atg4 neste contexto, a qual exerce um papel 
complexo no processo autofágico. Atg4 é uma protease que está envolvida tanto na clivagem 
da pró-LC3 recém sintetizada em LC3 I, a qual é posteriormente lipidada para gerar a forma 
LC3 II quando da ativação da autofagia. Porém, Atg4 também está envolvida em remover o 
fosfolipídeo fosfatidiletanolamina (PE) da LC3 II, suprimindo a propriedade desta de se ligar 
no fagóforo e mediar o recrutamento de componentes celulares e fechamento do 
autofagossomo (Scherz-Shouval et al., 2007). Durante a privação de nutrientes ocorre a 
formação de autofagossomos e aumento da forma lipidada de LC3, porém, este aumento não é 
devido ao aumento da expressão desta proteína. Na verdade o que ocorre é que ROS 
estabilizam LC3 II por inibição direta de Atg4, fazendo com que Atg4 não remova o PE da 
LC3 II. Dessa forma, a via 'privação de nutrientes'→ROS→inibição de Atg4→aumento de 
LC3 II→autofagia é complementar à ativação de AMPK na indução de autofagia por ROS. 
De fato, nós observamos níveis aumentados de LC3 II no dia 3, simultaneamenre ao pico de 
ROS. Entre os dias 3 e 5, por outro lado, tanto ROS quanto os níveis de LC3 II despencaram, 
talvez pela de-repressão da proteína Atg4. 
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Figura 10 – Alvos regulados por ROS em autofagia. O mecanismo de autofagia é regulado por 
ROS tanto diretamente (sobre proteínas Atg efetoras das etapas do processo) quanto indiretamente 
(por modulação das vias de sinalização que modulam os complexos e proteínas envolvidos no 
mecanismo de autofagia propriamente dito). Os principais pontos de regulação de ROS em 
autofagia discutidos na tese estão 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 inibitório que autofagia exerce sobre 
os níveis de ROS intracelulares. Através da autofagia, componentes celulares defeituosos e 
potencials origens de ROS, como mitocôndrias, são eliminados. Modificado de The interplay 
between ROS and autophagy in tumorigenesis (Kongara & Karantza, 2012). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Perspectivas 

- Investigar qual molécula reativa está 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 indução de senescência. 
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 ii. A Hipótese Mitocondrial 

 

 

  

 

 

 

Entres os alvos de ROS com maior impacto à homeostase celular estão as 
mitocôndrias. A injúria oxidativa pode resultar em alterações na permeabilidade da membrana 
mitocondrial, desacoplamento da cadeia respiratória e dano ao DNA mitocondrial (mtDNA) 
(Lenaz et al., 2002; Lenaz, 2012). Estas alterações podem levar ao aumento da produção de 
ROS em uma retroalimentação positiva. Em casos mais severos de injúria mitocondrial, ao 
extravasamento de moléculas exclusivamente intramitocondriais para o meio intracelular, 
especialmente citocromo C, disparando morte celular apoptótica. Dessa forma, mitocôndrias 
danificadas são extremamente letais às células e precisam ser eliminadas a fim de manter a 
homeostase celular, e o principal mecanismo de eliminação de mitocôndrias danificadas é a 
mitofagia (Zhang, 2013). Dessa forma, é possível que o aumento dos níveis de ROS 
observados aqui tenha causado dano nas mitocôndrias celulares, levando à ativação de 
mitofagia citoprotetora às células, uma vez que não foi observado apoptose em células 
tratadas apenas com TMZ. 

 Entre os alvos de ROS envolvidos em autofagia está BNIP3 (Figura 10 - quadro 
verde), proteína pró-apotótica da família Bcl2 importante para o turnover basal mitocondrial 
(Gustafsson, 2011), bem como para o aumento da mitofagia induzido por DDR e hipóxia 
(Band et al., 2009) (Figura 11). A proteína BNIP3 se localiza na membrana de mitocôndrias, 
inclusive em organelas sem alteração no potencial de membrana, levando ao aumento da 
produção de ROS ou abertura de poros mitocondriais (Quinsay et al., 2010), contribuindo 
para a remoção mitofágica das mesmas por interagir com a proteína LC3 (Astle et al., 2012). 
O gene BNIP3 é induzido em situações de estresse pela proteína p53, a qual é aumentada por 
TMZ em células U87 (Hirose et al., 2001b). O controle da tradução do mRNA de BNIP3, por 
outro lado, é mais complexa e não esclarecida, e parece envolver a proteína mTOR uma vez 
que a inibição de mTOR reduz este processo (Zeng & Kinsella, 2010). Em condições de 
aumento dos níveis de BNIP3, ocorre maior interação da proteína com a membrana 
mitocondrial, levando à alteração da permeabilidade e, consequentemente, do potencial da 
membrana e subsequente aumento de ROS intracelular (Kubli et al., 2008), (Zeng & Kinsella, 
2010). Como consequência, pode ocorrer a ativação da mitofagia para eliminação destas 
organelas e sobrevivência celular. Porém, em níveis elevados, o aumento de mitocôndrias 
alteradas poderia levar à morte celular, como em células deficientes à autofagia ou com 
excesso de dano mitocondrial. 

 Neste sentido, sabe-se que o tipo de reparo induzido por TMZ (MMR - Mismatch 
Repair) também pode levar à mitofagia através de BNIP3 (Figura 11). Em células de câncer 
de cólon tratadas com os agentes indutores de MMR 6-tioguanina e 5-fluoruracil ocorreu o 
disparo de mitofagia via aumento de BNIP3 mediado pela proteína de reparo MLH1 (Zeng & 
Kinsella, 2010) e por p53 (Zeng et al., 2007). De fato, já foi descrito que MLH1 tem papel na 

Resumo  

 O aumento de ROS ou dano ao mtDNA induzidos pela TMZ poderiam gerar um ciclo 

vicioso de dano oxidativo celular, levando à alterações na rede mitocondrial por disparo de 

mecanismos compensatórios ou mitofagia (Figura 11). 
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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 é uma resposta padrão às drogas 
que ativam MMR segue incerto. Com base nestes dados e nos resultados apresentados na 
seção anterior, nós geramos uma hipótese de que o aumento de ROS induzido por TMZ 
poderia estar danificando mitocôndrias e causando, consequentemente, mau funcionamento 
mitocondrial e mitofagia em células de glioma (Figura 11). Esta hipótese também justificaria 
a redução dos níveis de ATP apesar dos altos níveis de autofagia observados, bem como o 
fato de altos níveis de autofagia (mitofagia, neste caso) permitirem às células entrarem em 
senescência e não morrerem por apoptose. 

 Além disso, outros dois mecanismos envolvendo a proteína BNIP3 são importantes 
(Figura 11). BNIP3 inibe a atividade de mTOR através da interação com a proteína Rheb (Li 
et al., 2007), ativadora de mTOR. Como a via mTOR/S6k parece estar envolvida na tradução 
do mRNA de BNIP3, a qual leva à mitofagia, é plausível assumir que este mecanismo de 
retroalimentação negativa atue no sentido de frear a degradação mitocondrial, a fim de manter 
a homeostase energética celular. De fato, a via da mTOR tem função central no controle do 
metabolismo celular através de vários mecanismos, entre os quais deve estar o controle de 
qualidade mitocondrial e mitofagia. Aqui, de acordo com esta hipótese, observamos redução 
da atividade de mTOR a longo prazo, o que poderia estar ocorrendo via aumento de BNIP3.  
Além disso, BNIP3 também atua no núcleo celular, reprimindo o promotor de AIF 
(Apoptosis-Inducing Factor) em células de glioma, contribuindo para resistência à apoptose 
por estas células, como observado aqui para o tratamento com TMZ. De fato, inúmeros tipos 
tumorais sólidos resistentes à apoptose, destacando-se gliomas, apresentam níveis elevados de 
BNIP3 (Faragher et al., 2011). Todas estas evidências sugerem que BNIP3 possa estar 
envolvida na resposta à TMZ. 
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Baseado nesta hipótese, nós avaliamos a massa mitocondrial intracelular das células 
tratadas com TMZ através da marcação de mitocôndrias com a sonda fluorescente vermelha 
Mitotracker, que fica retida no meio intramitocondrial - independentes da funcionalidade da 

Figura 11 – Mecanismo de ação da TMZ  
explicado pela Hipótese Mitocondrial. O dano ao  
DNA causado pela TMZ leva à ativação tanto da  
sinalização de parada no ciclo celular em G2/M,  
a qual também medeia a entrada em senescência,  
quanto na resposta de reparo de DNA, principalmente  
reparo de malpareamento (MMR). Através destas vias, ocorre  
aumento e ativação de p53, que transcreve, entre outros genes,  
o gene de BNIP3. Esta proteína tem seus níveis aumentados  
tanto por esta resposta quanto pelo aumento de ROS também  
observado após tratamento com TMZ, translocando-se para  
mitocôndrias, além de inibir retroativamente a proteína mTOR  
e reprimir o promotor do Fator Indutor de Apoptose (AIF).  
As mitocôndrias, por sua vez, podem estar alteradas em função  
do contexto pró-oxidativo gerado pela TMZ,  e sua eliminação por mitofagia é  
fundamental para evitar a apoptose celular e permitir que as células sobrevivam ou entrem em 
senescência (parte inferior da figura). Detalhes são descritos no texto. 
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organela. A partir do dia 3, ao contrário da redução na massa mitocondrial esperada em caso 
de ativação de mitofagia, nós observamos aumento da quantidade total de mitocôndrias e 
aumento da complexidade celular (observado pelo parâmetro side scatter na citometria de 
fluxo) (Figura 12A). Este feito é semelhante ao que ocorre em OIS, durante a qual há 
elevação dos níveis de ROS e aumento da massa mitocondrial. Porém, estas mitocôndrias 
apresentam perda de potencial de membrana, e como consequência, células superexpressando 
Ras apresentam níveis reduzidos de ATP e ativação de AMPK, levando a um aumento 
compensatório da massa mitocondrial. Estes resultados sugerem que OIS e senescência 
induzida por dano ao DNA envolvem mecanismos semelhantes considerando ROS, AMPK e 
alterações mitocondriais (Moiseeva et al., 2009).  

Seguindo o experimento, do dia 3 ao dia 5 a quantidade de mitocôndrias das células 
com aumento de massa mitocondrial se manteve estável. Porém, do dia 5 ao dia 7 ocorreu um 
segundo momento de aumento (Figura 12A). Em paralelo, a partir do dia 5 ocorreu o 
incremento concomitante de uma população de células com quantidade reduzida de 
mitocôndrias e baixa complexidade intracelular (Figura 12A). Para avaliarmos se TMZ 
estava induzindo mitofagia nestas células, nós sobrepusemos imagens de GFP-LC3 com 
Mitotracker. Porém, não observamos co-localização destes dois marcadores, sugerindo que 
TMZ não induz mitofagia nestas células (Figura 12B).  

 

Figura 12 – Efeito da TMZ na 
população mitocondrial de 
células de glioma. (A) Células 
U87-LC3 foram tratadas com TMZ 
100µM por 3h, seguido do 
replaqueamento em Meio Livre de 
Droga. Nos dias 3 a 7 as células 
foram marcadas com a sonda 
marcadora de mitocôndrias 
Mitotracker (Life Technologies). 
Células foram tripsinizadas e 
incubadas a 37ºC por 30min com 
150nM de Mitotracker em HBSS, 
seguido de uma lavagem com 
PBS1x e leitura em citômetro de 
fluxo. São mostrados plots de 
densidade de Red fluor x SSC. (B) 
Células foram marcadas ainda 
aderidas e fotografadas, seguido da 
sobreposição das imagens de 
fluorescência verde e vermelha. 
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A cinética de alterações da massa mitocondrial nos levou a sugestão dos mecanismos 
mostrados na Figura 13. Primeiramente, o aumento inicial da quantidade de mitocôndrias no 
dia 3 nos levou a formular duas hipóteses (Figura 13 - parte superior). A primeira é de que 
esse aumento seja devido ao aumento do tamanho celular causado pela entrada em 
senescência. Células eucarióticas possuem um controle fino da quantidade de organelas 
intracelulares, e o aumento do tamanho celular que ocorre na senescência sinaliza para a 
produção de novas organelas pela célula (Posakony et al., 1977; James & Bohman, 1981; 
Nisoli et al., 2005). Aqui, no dia 3 nós observamos um aumento médio de 1.7x da área de 
células tratadas com TMZ e positivas para β-gal, comparadas a células controle. Em acordo 
com este aumento, observamos um aumento de 1.65x na quantidade de mitocôndrias na 
população de células com quantidade aumentada de mitocôndrias no dia 3, sugerindo que este 
aumento possa ter sido causado pelo aumento do tamanho celular. A segunda hipótese é que 
as células tenham aumentado a massa mitocondrial no dia 3 em resposta compensatória ao 
aumento de ROS intracelular, como também sugerido para OIS (Moiseeva et al., 2009). De 
fato, células epiteliais pulmonares MRC5 expostas à H2O2 em doses baixas aumentam a 
quantidade de mtDNA e a massa de mitocôndrias funcionais, efeito mediado por ROS (Lee et 
al., 2000). Além disso, células híbridas nas quais foram inseridas mitocôndrias carregando 
uma deleção de aproximadamente 5.000 pares de base apresentaram maiores níveis de ROS 
intracelular e atividade comprometida da cadeia transportadora de elétrons. Como mecanismo 
compensatório, estas células também apresentaram quantidade maior de mitocôndrias, tanto 
em condições basais quanto em resposta ao tratamento oxidativo (Wei et al., 2001).  

Já o aumento da massa mitocôndria do dia 5 ao dia 7 deve ter ocorrido devido ao 
aumento da área celular em função da senescência, como mostrado em outros tipos de 
senescência, 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 população de células com quantidade reduzida de mitocôndrias que 
surge a partir do dia 5 e a ausência de mitofagia, nós sugerimos que (a) existam duas 
subpopulações de células, uma que aumenta e outra que diminui a quantidade de 
mitocôndrias; ou (b) as mesmas células passam por um estado celular com redução seguido 
de aumento da quantidade de mitocôndrias ou vice-versa; ou (c) existe o enriquecimento de 
populações distintas ao longo do tempo do experimento. A ausência de mitofagia ao longo de 
todo o experimento favorece a hipótese do enriquecimento da população de células com 
quantidade reduzida de mitocôndrias do dia 5 em diante, o que pode ser representativo de 
células resistentes à TMZ (Figura 13 - abaixo). Corroborando esta hipótese, células com 
quantidade reduzida de cópias de mtDNA, o que  sugere menor quantidade de mitocôndrias, 
são mais resistentes à TMZ. Além disso, a aquisição de resistência à TMZ por células de 
glioma leva a um remodelamento da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (Oliva et 
al., 2010). Efeito semelhante, de eliminação de células com elevado número de mitocôndrias, 
parece ser induzido por Resveratrol (Rsv) em células de câncer de cólon (Prabhu et al., 2013), 
nas quais também há aumento de ROS e senescência mediada por ATM (Heiss et al., 2007). 
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 mitocôndrias são a origem dos sinais de 
morte e, nesse sentido, a eliminação das mesmas permitira a sobrevivência celular (Kubli & 
Gustafsson, 2012). 
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Figura 13 – Tratamento com TMZ é acompanhado por alterações na massa mitocondrial celular. Ao 
longo da análise utilizando Mitotracker (Fig. 12), duas populações 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 centrais). Acima - A população de células que apresentou aumento da massa mitocondrial após 
tratamento com TMZ passou por dois estágios de aumento da quantidade de mitocôndrias: o primeiro (dias 3 a 
5) pode ter sido devido ou ao aumento da área celular observado já no dia 3, ou devido a uma adaptação 
metabólica compensatória sofrida pelas células que apresentavam injúria mitocondrial causada pelo aumento de 
ROS (mitocôndrias marrons; pontos vermelhos na célula indicam ROS e moléculas pró-apoptóticas). Neste 
último caso, baixos níveis de autofagia poderiam levar à apoptose, enquanto altos níveis permitiriam a entrada 
em senescência. O segundo aumento de massa mitocondrial (dias 6 e 7) deve ter ocorrido em função do aumento 
da área celular causado pela entrada em senescência. Abaixo - já a população de células com reduzida massa 
mitocondrial deve ter sido enriquecida por ser mais resistente à TMZ, exatamente por ter baixa quantidade de 
mitocôndrias. Para certificação destas hipóteses será realizado o sorting destas populações celulares. 
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Corroborando os principais aspectos da hipótese mitocondrial, em células de câncer de 
mama expostas ao tratamento agudo com Doxo, Cho e col observaram um aumento inicial da 
massa mitocondrial até o dia 3, seguido de um platô até o dia 7 e, após, um segundo aumento 
tardio da quantidade de mitocôndrias intracelulares entre os dias 7 e 8, em um perfil muito 
semelhante ao observado aqui. Como sugerido pela nossa hipótese porém ainda não testado 
no nosso modelo, as mitocôndrias das células MCF7 tratadas com Doxo apresentaram 
alterações no potencial de membrana, provavelmente em função das espécies reativas geradas 
(Cho et al., 2011). Finalmente, em fibroblastos primários a senescência replicativa foi 
acompanhada por aumento da massa mitocondrial total, e estas organelas também 
apresentavam alterações do potencial de membrana. Nestas células, o silenciamento de Atg7 e 
Atg12 aumentou a produção de ROS, reduziu a funcionalidade mitocondrial (ou enriqueceu a 
população celular com baixa quantidade de mitocôndrias, como proposto aqui) e induziu 
aumento da massa mitocondrial total. O bloqueio de ROS reverteu parcialmente este quadro, 
fortalecendo a hipótese de que as alterações na quantidade de mitocôndrias sejam um 
mecanismo compensatório (Kang et al., 2011a).   

Molecularmente, a biogênese de mitocôndrias é mediada pelo fator de transcrição 
PGFC1alfa em células eucariotas (Wu et al., 1999), o qual pode ser induzido por ROS (Austin 
& St-Pierre, 2012), p38 (Puigserver et al., 2001) ou AMPK (Jager et al., 2007). Neste 
contexto oxidativo, PGC1alfa também induz o aumento de enzimas antioxidantes, 
minimizando os danos induzidos pelas espécies reativas (Austin & St-Pierre, 2012). Dessa 
forma, a atividade de PGC1alfa atua no equilíbrio entre o aumento da quantidade de 
mitocôndrias, que pode levar a um aumento da produção de ROS gerados pela respiração 
mitocondrial mas, por outro lado, atua controlando o aumento dos níveis destas espécies 
reativas, evitando uma retroalimentação positiva potencialmente letal às células. De fato, a 
expressão de PGC1alfa é uma resposta adaptativa para permitir a sobrevivência celular em 
condições de estresse oxidativo (Valle et al., 2005; St-Pierre et al., 2006). Dessa forma, é 
plausível assumirmos que o aumento de ROS, p38 e AMPK induzidos pelo tratamento com 
TMZ tenha levado ao aumento dos níveis e atividade de PGC1alfa, levando à biogênese 
mitocondrial e, em paralelo, contribuindo para a supressão dos níveis de ROS intracelulares, 
como observado a partir do dia 3. Importante, nem sempre o efeito antioxidante de PGC1alfa 
é suficiente para manter a viabilidade celular: a indução de PGC1alfa levou a um aumento de 
ROS intracelular e sensibilizou células de câncer de mama à Doxorubicina (Skildum et al., 
2011). Finalmente, um terceiro mecanismo importante envolvendo PGC1alfa é a formação de 
um complexo com p53, ativando a transcrição mediada por esta última (Sen et al., 2011). 
Dessa forma, PGC1alfa pode atuar como uma proteína central para a célula em um contexto 
de aumento de ROS, podendo levar à desfechos como adaptação metabólica, apoptose ou 
senescência (Cioce & Blandino, 2011). 

Disfunções mitocondriais, tanto em quantidade quanto em funcionalidade, são comuns 
em doenças neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (Taylor e Goldman 2011), bem 
como em diferentes tipos tumorais (Carew & Huang, 2002). Estas alterações podem atuar ou 
favorecendo a resistência a estresse metabólico e energético, como parte fundamental da 
reprogramação metabólica que ocorre em células tumorais, ou contribuir para sensibilização 
celular à morte celular induzida por estresse oxidativo ou indução de apoptose pela via 
mitocondrial (Modica-Napolitano & Singh, 2004; Carew et al., 2010; Wilkinson et al., 2012). 
Nesse sentido, autores tem sugerido que afetar o funcionamento mitocondrial (Galluzzi et al., 



136 
 
2006; Fulda et al., 2010), assim como terapias indutoras de mitofagia massiva (Gargini et al., 
2011) podem ser ferramentas importantes no combate a cânceres resistentes.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 iii. A Hipótese da Proteína Atg5 

 

  

 

 

 

  

 A proteína Atg5 exerce um papel importante no início do processo autofágico. Atg5 é 
conjugada à Atg12 e, subsequentemente, o conjugado Atg5-Atg12 liga-se à proteína Atg16L e 
este complexo dirige o alongamento da membrana do profagóforo, até o fechamento do 
autofagossomo, como descrito na Tabela 1 (Introdução - Seção 1). A superexpressão de Atg5, 
por si só, é capaz de induzir autofagia, inclusive em modelo in vivo (Pyo et al., 2013).   

 Recentemente, porém, um papel 'não-autofágico' importante foi descrito para a 
proteína Atg5. O dano ao DNA induzido por etoposídeo, cisplatina, taxol ou nocodazol 
elevou os níveis da proteína Atg5, a qual sofreu translocação para o núcleo, onde passou a 
interagir com a proteína survivina, levando à catástrofe mitótica independente da autofagia. 
Além disso, a superexpressão de Atg5, por si só, levou à parada em fase G2/M, sem dano 
direto ao genoma (Maskey et al., 2013). À semelhança destes indutores de dano ao DNA, 
TMZ poderia estar aumentando Atg5 e esta mediando parte do efeito da droga (Figura 14), 
hipótese reforçada pelo fato de a literatura mostrar que TMZ induz catástrofe mitótica em 
células tumorais (Hirose et al., 2001a; Filippi-Chiela et al., 2013a). De fato, no Capítulo III 
nós demonstramos que, após 7 dias do tratamento com TMZ, ocorre o aumento da população 
de células multinucleadas, bem como um incremento da população hiperdiplóide, sinais 
típicos de catástrofe mitótica (Castedo et al., 2004; Vakifahmetoglu et al., 2008). Além disso, 
Atg5 medeia a senescência induzida por H2O2 através do aumento de p21. TMZ também 
induziu ROS e aumento de p21, mas os mediadores dessa ligação não foram investigados 
aqui, e Atg5 surge como potencial mediador dessa interação (Figura 14). 

Resumo  

 De acordo com essa teoria, TMZ induziria aumento de Atg5, o qual sabe-se que 

transloca para o núcleo, liga-se à survivina e induz catástrofe mitótica, bem como reprime a 

expressão o Fator Indutor de Apoptose (AIF). Em paralelo, Atg5 é clivada por calpaína e 

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

Perspectivas 

- Avaliar os níveis de BNIP3 e a sublocalização celular da mesma. 

- Microscopia confocal para mitofagia. 

- Avaliar a  funcionalidade mitocondrial (marcadores específicos fluorescentes). 

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

- Medir os níveis de ATP celulares em presença de inibidores e ativadores de autofagia. 
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A proteína Atg5 também exerce papel citoplasmático não autofágico. A proteína 
Atg5 pode ser clivada por calpaína (Yousefi et al., 2006), a qual tem sua expressão aumentada 
por ROS e/ou estresse do retículo endoplasmático seguido da liberação de Ca2+. O fragmento 
de Atg5 gerado pela clivagem interage com a proteína Bcl-Xl na membrana mitocondrial, 
sequestrando-a e liberando Bax para formar o poro mitocondrial, levando à liberação de 
citocromo c e apoptose. Em paralelo, o 'sequestro' de Bcl-XL pela proteína Atg5 truncada 
libera a proteína beclina-1 para atuar no mecanismo de autofagia. Além disso, a inibição de 
calpaína através de RNAi, por si só, é capaz de induzir autofagia  (Xia et al., 2010), o que é 
corroborado pela observação que a inibição de calpaína ou shRNA para Bax promovem um 
aumento ainda maior da autofagia, demonstrando a importância deste mecanismo na 
manutenção da autofagia basal em níveis baixos. Além disso, a inibição da autofagia 
concomitante à inibição da apoptose atenuaram significativamente a toxicidade da 
Tricoconina VI (Shi et al., 2013), a qual induz influxo de Ca2+ extracelular, demonstrando 
que, de fato, ambos os mecanismos são disparados e interagem após aumento de Ca2+ 
intracelular. Corroborando estes dados, a redução de Ca2+ intracelular previne a clivagem de 
Atg5, direcionando esta para o enriquecimento do complexo Atg5-Atg12 e autofagia (Xia et 
al., 2010). Assim, este mecanismo de clivagem de Atg5 por calpaína parece ser importante no 
controle basal da autofagia e na interação entre autofagia e apoptose em condições de estresse. 
Finalmente, o silenciamento de Atg5 resulta em resistência a quimioterápicos, enquanto a 
superexpressão sensibiliza células tumorais a quimioterápicos, sugerindo que o papel de Atg5 
na apoptose seja dominante sobre o efeito citoprotetor de autofagia (Yousefi et al., 2006). 

 

Figura 14 – Hipótese da proteína Atg5. TMZ induziria aumento da proteína Atg5, tanto diretamente (via 
DDR) quanto por meio do aumento de ROS. A proteína Atg5 transloca-se para o núcleo, onde interage com 
survivina e leva à catástrofe mitótica e parada do ciclo celular em fase G2/M (①). Além disso, Atg5 pode 
mediar o aumento de p21 por mecanismo ainda incerto, favorecendo a entrada em senescência (②). Atg5 
também forma um complexo com Atg12 e Atg16L, o qual dirige o fechamento do autofagossomo (③). Em  
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(continuação legenda Figura 14) 

muitos casos, essa autofagia é citoprotetora e suprime a entrada em apoptose. Finalmente, o contexto de aumento 
de ROS, somado à estresse do retículo plasmático e aumento de Ca2+ intracelular podem ativar a proteína 
calpaína, a qual cliva a proteína Atg5. A proteína Atg5 clivada interage com a proteína antiapoptótica Bcl-XL na 
membrana da mitocôndria, liberando Bax para formação do poro mitocondrial, com consequente liberação de 
moléculas pró-apoptóticas (principalmente citocromo C, levando à apoptose (④). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv. Dano ao DNA: um sinal (agudo), múltiplas respostas integradas (crônicas) 

 

 

 

  

 

 

A multiplicidade de respostas celulares disparadas pela TMZ vem sendo demonstrada 
há mais de uma década (Hirose et al., 2001a; Hirose et al., 2003; Hirose et al., 2005; 
Knizhnik et al., 2013). Entender como estes mecanismos se conectam é fundamental para 
buscar compostos adjuvantes à TMZ, bem como entender mecanismos de resistência e 
recorrência tumorais. Neste sentido, é importante destacar o fato de um sinal citotóxico 
bastante agudo (TMZ 3h) ter disparado uma sinalização persistente, como observado para a 
inibição da via Akt/PI3K/mTOR após 7 dias. Por outro lado, o tratamento agudo (24h) com 
RAPA, apesar do forte efeito de indução de autofagia durante a presença da droga, não gerou 
uma resposta crônica de autofagia ou indução de senescência após a retirada da mesma.  

Para avaliar se esta resposta crônica após contato agudo é disparada por outro 
composto genotóxico e em outro tipo celular, células de câncer de mama MCF7 foram 
tratadas com o inibidor de topoisomerase II e indutor de quebras no DNA Doxorubicina 
(Doxo) por 24h a 100 nM, seguido do replaqueamento das células em DFM (Figura 15A, 
topo). Corroborando os dados da TMZ, este tratamento também levou à supressão da via da 
mTOR, aumentou os níveis da forma inibitória de Cdc2, fosforilada na tirosina 15, e reduziu 
os níveis das formas fosforiladas da proteína Rb (Figura 15A, abaixo), sugerindo parada 
massiva na proliferação celular. A análise de CPD apontou para uma estabilização do número 
de células até o dia 5 porém, do dia 5 em diante, a população de células tratadas voltou a 
aumentar (Figura 15B). Similar à TMZ, observamos um aumento da intensidade e 

Perspectivas 

- Analisar os níveis de Atg5 após tratamento com TMZ e outros compostos genotóxicos. 

- Silenciar a proteína Atg5 em células de glioma e avaliar a consequência frente ao tratamento 

com indutores de dano ao DNA, bem como analisar morfometria nuclear destas células. 

- Realizar imunohistoquímica para localização subcelular de Atg5.  

Resumo 

 À semelhança de células de glioma tratadas com TMZ, células de câncer de mama tratadas 

agudamente com Doxorubicina também dispararam resposta prolongada de autofagia e 

senescência, acompanhadas por repressão crônica da via da mTOR e de sinais de proliferação. 

Células de glioma tratadas com Vincristina, inibidor da função de microtúbulos, também 
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porcentagem de células positivamente marcadas para AO até o dia 5. Do dia 5 ao dia 10 foi 
observada uma redução 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 reduzida (Figura 15C). A indução crônica de autofagia foi confirmada pela 
redução dos níveis de p62 (Figura 15A). Finalmente, observamos um incremento da 
porcentagem de células positivamente marcadas para SA-β-gal no dia 15 (Figura 15D), 
demonstrando a indução de senescência em uma subpopulação celular. 

 Estes dados sugerem que autofagia crônica e senescência são 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 à utilizada no presente trabalho (1000 nM) 
e com presença constante da droga, demonstrando que esta resposta crônica ocorre mesmo em 
doses subletais agudas. De fato, nós mostramos que a sinalização celular que se mostra 
alterada após 5 dias do tratamento se mantém até o 15º dia, mesmo na ausência da droga, 
aspecto clinicamente relevante.  

 

Figura 15 - Indução crônica transitória de autofagia e senescência a longo prazo em células de câncer de 
mama tratadas com Doxorubicina. Células foram tratadas com Doxorubicina (Doxo) 100nM por 24h, seguido 
da remoção da droga e replaqueamento em Meio Livre de Droga. Após 5, 10 e 15 dia foram realizados os 
experimentos descritos a seguir, através das metodologias descritas no capítulo III. (A) Western blot para as 
proteínas indicadas. (B) Laranja de Acridina (AO) - acima: red fluor x green fluor plots; abaixo - curva de 
porcentagem de células versus intensidade de marcação de AO. (C) Cumulative Population Doubling. (D) 
Marcação para SA-β-gal no dia 15; (n=1). 
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 Finalmente, avaliamos o efeito a longo prazo de um agente citotóxico não indutor de 
dano direto ao DNA, o inibidor de microtúbulos Vincristina (VCR) em células de glioma U87 
(Figura 16, abaixo). Os tratamentos com as doses de 1 e 5 nM por 24h, seguido do 
replaqueamento em DFM (Figura 16A) foram inertes a longo prazo no que diz respeito à 
indução de autofagia (Figura 16B), proliferação celular (Figura 16C) e senescência (Figura 
16D). Por outro lado, à semelhança do efeito da TMZ e Doxo, 10 nM de VCR induziu tanto 
aumento da marcação com AO (Figura 16B) quanto aumento da porcentagem de células SA-
β-gal positivas (Figura 16D). Provavelmente o efeito semelhante seja causado por sinalização 
de dano ao DNA, já que o tratamento com VCR pode levar à catástrofe mitótica, a qual gera 
injúria ao DNA e ativação de DDR (Filippi-Chiela, 2014, em preparação).   

 

Figura 16 - Indução crônica transitória de autofagia e senescência a longo prazo por Vincristina de 
modo dose-dependente em células de glioma U87. (A) Células U87 foram tratadas com Vincristina (VCR) 
por 24h nas doses de 1, 5 e 10nM, seguido do replaqueamento em Meio Livre de Droga. (B) Marcação com 

laranja de acridina (AO). (C) Curvas de Population Doubling Cumulativo. (D) Marcação para SA-β-gal no 
dia 7. Números 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 quimioterápicos utilizados. Apesar da eficiência e da ampla utilização, alguns tipos 
tumorais são intrinsecamente resistentes a estes agentes (Cheung-Ong et al., 2013). Neste 

3D 

5D 
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sentido, se esta resposta de indução e manutenção crônica de autofagia citoprotetora após 
injúria genômica se confirmar para outros  indutores de dano ao DNA, a modulação da 
autofagia surge como uma abordagem com grande potencial para aumentar a sensibilidade 
de células tumorais a estes compostos, como discutido na seção a seguir. 

 

 

 

 

 

  

 

v. Modulação da autofagia na terapia anti-câncer 

  

 

 

 

 Com base em estudos in vitro e modelos animais a abordagem que parece ser a mais 
eficiente considerando a modulação da autofagia em terapia tem sido a combinação de um 
agente indutor de autofagia somado a um inibidor da fusão do autofagossomo com o 
lisossomo (Sui et al., 2013). Entre estes agentes tem se destacado a cloroquina (CQ) e 
hidroxicloroquina (HCQ), inibidores da acidificação lisossomal. Através dessa estratégia, as 
células formam uma grande quantidade de autofagossomos, que se acumulam na célula mas 
não fusionam com lisossomos, levando a duas consequências: i. o consumo de componentes 
celulares sem o retorno de nenhum benefício estrutural ou energético às células; ii. aumento 
dos níveis de ROS, o que pode acabar afetando componentes celulares fundamentais à 
homeostase (veja a Figura 10 - quadro roxo). 

  Estudos in vitro e in vivo têm apresentado resultados promissores utilizando a 
abordagem citada acima (Amaravadi et al., 2007). Atualmente existem 41 trials registrados no 
site clinicaltrials.gov testando HCQ combinada a algum quimioterápico em câncer. Destes, 
70% estão em fase de recrutamento e apenas 1 (fase I) teve os resultados publicados, 
demonstrando a segurança do uso de HCQ combinada à Erlotinib em pacientes com tumor 
pulmonar de não pequenas células avançado (Goldberg et al., 2012). Para CQ em câncer 
existem 11 trials clínicos registrados, dos quais 60% estão em fase de recrutamento e nenhum 
deles tem resultados publicados até o momento. Em um ensaio piloto, porém, Eldredge e col 
demonstraram que curtos tratamentos com CQ combinados à radioterapia foram bem 
tolerados em pacientes com glioma. Entretanto, devido ao baixo número de pacientes, 
nenhuma conclusão acerca da eficiência do tratamento foi possível (Eldredge et al., 2013). 

 Neste sentido, dois aspectos importantes precisam ser destacados em se tratando de 
inibição da autofagia em câncer. O primeiro se refere ao fato da autofagia ser importante para 
a função do sistema imune no combate ao câncer (Weiner & Lotze, 2012; Ma et al., 2013). A 

Perspectivas 

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

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

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

senescência, bem como em outros tipos tumorais, especialmente os resistentes à apoptose. 

Resumo 

 O desenho racional de terapias incluindo moduladores de autofagia combinados à 

quimioterápicos já utilizados pode contribuir para aumento da eficácia terapêutica. 



142 
 
inibição da autofagia em células de câncer pulmonar humano A549 e H460, bem como em 
células de adenocarcinoma de cólon murino CT26, sensibilizou as mesmas à radiação 
ionizante, levando à morte celular e perda da clonogenicidade tanto in vitro quanto in vivo em 
animais imunodeficientes. Porém, em animais imunocompetentes, a radioterapia disparou 
uma resposta imune antitumoral dependente da liberação de ATP mediada por autofagia por 
células tumorais. Este ATP, por sua vez, foi responsável por recrutar células imunes para a 
região tumoral (Ko et al., 2014). Este aspecto poderia explicar, também, o fato de animais 
mutados para genes autofágicos apresentam incidência maior de tumores, bem como porque 
tumores mutados para genes autofágicos respondem pior a algumas terapias. Dessa forma, a 
presença de inibidores de autofagia pode reduzir a eficiência terapêutica no tratamento de 
tumores nos quais a autofagia contribui para a atividade antitumoral do sistema imune.  

 O segundo aspecto importante diz respeito à etapa de inibição da autofagia, bem como 
o momento em que autofagia deve ser inibida no contexto de um cotratamento. 
Demonstramos aqui que a inibição da etapa inicial da autofagia através do tratamento com 3-
MA reprimiu autofagia e induziu apoptose em células tratadas com TMZ, enquanto a inibição 
da etapa de fusão do autofagossomo com o lisossomo através de BafA1 no dia 3 não levou  à 
apoptose. Nós hipotetizamos que a inibição da autofagia na etapa posterior à formação do 
autofagossomo, com BafA1, não induziu apoptose porque componentes pró-apoptóticos 
presentes no meio intracelular, como mitocôndrias danificadas,  foram englobados por 
autofagossomos, suprimindo a liberação de sinais pró-apoptóticos. Por outro lado, o 3-MA 
atua reprimindo a formação do autofagossomo e, desta forma, os sinais pró-apoptóticos 
seguem sendo liberados para o meio intracelular, promovendo a apoptose (Figura 17).  

 

Figura 17 – Efeito da inibição da autofagia em diferentes etapas do mecanismo. A inibição da 
autofagia em diferentes etapas do mecanismo pode acarretar diferentes desfechos em células com 
mitocôndrias danificadas. A mitofagia de organelas danificadas (marcadas em marrom, em comparação 
com organelas saudáveis, em verde) impede que haja a liberação de fatores pró-apoptóticos para o meio 
intracelular, permitindo a sobrevivência celular (desfecho inferior). Células deficientes em autofagia ou 
com níveis elevados de mitocôndrias injuriadas entram em apoptose (desfecho superior). Neste sentido, a 
inibição da etapa inicial da autofagia utilizando 3-MA dispara apoptose por não sequestrar as 
mitocôndrias injuriadas. Por outro lado, o tratamento com Bafilomicina A1 (BafA1) impede apenas que 
ocorra a fusão do autofagossomo com o lisossomo, mas permite o englobamento das mitocôndrias 
injuriadas, reprimindo a apoptose. 
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 Desfechos diferentes após a inibição da autofagia em diferentes etapas do mecanismo 
também foram observados em células leucêmicas tratadas com o análogo de nucleosídeo 
citarabina (AraC), utilizado em leucemia aguda mielóide e linfoma de não-Hodgkin (Wang et 
al., 1997). AraC é fosforilado por deoxicitidina cinase (dCK) e pirimidina cinases, gerando 
um nucleotídeo derivado de AraC, o qual inibe a DNA polimerase e é incorporado ao DNA 
(Major et al., 1981; Gunji et al., 1991), tanto nuclear quanto mitocondrial (Zhu et al., 2000). 
O dano ao mtDNA é potencializado pelo fato de análogos de nucleosídeos serem fosforilados 
tanto dentro da mitocôndria quanto no citosol, sendo posteriormente transportados para dentro 
da organela (Chen et al., 1991; Chen & Cheng, 1992; Bridges et al., 1999). Estes compostos 
acumulam-se no meio intramitocondrial, uma vez que não parece existir transportadores para 
exportação dos mesmos pela organela, levando a dano cumulativo ao mtDNA (Zhu et al., 
2000). Como consequência, além do dano ao DNA nuclear e ativação de DDR, AraC causa 
alterações da permeabilidade da mitocôndria, perda do potencial de membrana mitocondrial e 
apoptose pela via mitocondrial (Kim et al., 1997; Sun et al., 2007), efeito que pode ser 
mediado pelo aumento de ROS intracelular (Geller et al., 2001; Iacobini et al., 2001). Este 
mecanismo de ação múltiplo (DDR, ROS e alterações mitocondriais) se assemelha muito ao 
mecanismo da TMZ, como descrito aqui. Também à semelhança do tratamento com TMZ, 
autofagia suprime a apoptose induzida por AraC, e o bloqueio da autofagia com 3MA leva à 
apoptose, enquanto a supressão da fase tardia da autofagia com CQ não induz morte celular 
apoptótica (Palmeira-Dos-Santos et al., 2014).  

 De fato, a capacidade de remover mitocôndrias danificadas em um contexto de 
estresse mitocondrial parece ser fundamental para a sobrevivência celular (Kubli & 
Gustafsson, 2012). Neste sentido, translacionalmente, a combinação de agentes indutores de 
dano ao DNA com 3-MA apresenta um potencial terapêutico maior do que a combinação com 
agentes supressores da etapa final da autofagia. Esta hipótese é corroborada pelos dados de 
CPD comparando-se 3-MA com BafA1. Por outro lado, o tratamento com BafA1, CQ ou 
HCQ também acarreta morte celular apoptótica em um contexto de ausência de nutrientes 
(Boya et al., 2005), em níveis inclusive maiores do que aqueles induzidos por 3MA. Porém, 
em privação de nutrientes não é descrita a ocorrência de dano mitocondrial e liberação de 
fatores pró-apoptóticos, de modo que a hipótese acima permanece válida para tratamentos que 
induzem a liberação de fatores pró-apoptóticos devido à indução de dano à mitocôndria. 

 Considerando a ativação da autofagia como adjuvante a terapias clássicas, Back e col 
demonstraram que a sobrevivência de células de carcinoma de células escamosas à Doxo é 
mediado pela ação de mTOR sobre a proteína sirtuina-1, levando ao aumento da atividade da 
via de proliferação celular NF-κB e supressão de proteínas anti-apoptóticas. Neste modelo, o 
tratamento com RAPA sensibilizou as células à apoptose (Back et al., 2011). Aqui, 
demonstramos que RAPA aumentou a senescência induzida por TMZ, enquanto o tratamento 
com RAPA no dia 5 também levou à redução do número de células, à semelhança dos 
resultados de Bock e col descritos acima. Por outro lado, o tratamento com RAPA reduziu a 
senescência induzida por butirato de sódio e superexpressão de p21 em células de 
fibrosarcoma humano HT1080 apenas quando adicionada até 3 dias após a indução de p21 
(Demidenko et al., 2009). Após isso, o tratamento com RAPA não teve efeito sobre a indução 
de senescência, muito provavelmente porque as células já se apresentavam senescentes a 
partir do 3º dia. Este resultado, juntamente com os nossos, mostra a importância 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 à 
apoptose, enquanto o pré-tratamento com RAPA seguido de TMZ aumentou (ou antecipou) a 
entrada em senescência por inibição prematura da proteína mTOR e de seus alvos. Porém, é 
importante destacar que não é possível afirmar que os efeitos observados para a RAPA no 
nosso modelo sejam mediados pela autofagia, uma vez que mTOR controla a expressão de 
inúmeras proteínas, incluindo proteínas 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 proteínas Rad51 e BRCA1, componentes chave no reparo de quebras duplas 
no DNA (Chen et al., 2011), bem como o reparo por excisão de nucleotídeos em leveduras, de 
maneira mTOR-independente (Limson et al., 2010). Dessa forma, RAPA pode sensibilizar 
células tumorais a agentes genotóxicos através da supressão do reparo de DNA levando, por 
exemplo, à catástrofe mitótica ou apoptose. De fato, a combinação de uma agente indutor de 
dano ao DNA combinado a moduladores de DDR tem demonstrado potencial terapêutico em 
células de tumores resistentes como gliomas (Hirose et al., 2001a; Filippi-Chiela et al., 
2013a). Por outro lado, pode acabar reduzindo a capacidade de reparo de células normais 
expostas, por exemplo, à radiação UV. Este aspecto merece atenção ao uso clínico 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 utilizada em pacientes 
(transplantados ou com doenças autoimunes). Assim como descrito acima, o sistema imune é 
fundamental para o combate a pré-tumores e eliminação de células tumorais, bem como 
contribui no mecanismo de toxicidade de diversas terapias antitumorais. Assim, a repressão 
do sistema imune causada pela RAPA pode acabar interferindo na eficácia terapêutica 
naqueles tumores onde o sistema imune tem papel importante. 

  Porém, o papel de supressão do sistema imune parece não interferir na eficácia de 
derivados da RAPA, uma vez que o uso clínico de rapálogos (composto derivado da RAPA) 
em câncer vem crescendo. Temsirolimus (CCI-779) é aprovado para uso em carcinoma renal 
(http://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/temsirolimus), enquanto Everolimus (RAD-
001) é aprovado em câncer de mama, pâncreas, carcinoma renal e astrocitoma de células 
gigantes (http://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/everolimus). Ensaios clínicos pra 
avaliar o a segurança ou efeito, em câncer, da combinação de quimioterápicos com rapálogos, 
estão depositados no clinicaltrials.gov. Em glioblastoma são 30 trials clínicos em andamento. 
Destes, 5 tem publicações disponíveis. Três deles são estudos de fase I que comprovam a 
segurança do uso de sirolimus e everolimus em pacientes em combinação com TMZ e 
radiação ou gefitinib (Reardon et al., 2006; Mason et al., 2012; Chinnaiyan et al., 2013). Os 
outros 2 estudos são de fase II, porém, a adição de sirolimus combinado a erlotinib, (inibidor 
de EGFR) ou TMZ + bevacizumab (anti-VEGF), apesar de bem tolerada, não resultou em 
aumento da eficácia terapêutica (Reardon et al., 2010; Hainsworth et al., 2012). 

      

 

 

 

 vi. Análise de Células Únicas x Análise Populacional 

Perspectivas 

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

destas células à TMZ e outros quimioterápicos – em andamento. 

2. Realizar ensaio clonogênico após tratamento com RAPA+TMZ+3MA com as linhagens de 

glioma humano sensíveis (U87, U251, U343) e resistentes (U138) à TMZ – em andamento. 
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Estudos populacionais de células in vitro podem mascarar a presença de 
subpopulações celulares ou respostas disparadas por determinados grupos de células, aspecto 
crítico principalmente considerando populações celulares heterogêneas como linhagens 
celulares tumorais. Esta ampla heterogeneidade faz com que um tratamento único dispare 
múltiplas respostas. Neste sentido, estudos de células únicas contribuem para o entendimento 
dos mecanismos que compõem uma resposta média populacional, bem como para a 
observação de efeitos celulares específicos e análise da interação entre diferentes mecanismos 
na mesma célula. Entretanto, trabalhos que se apropriam do acompanhamento das mesmas 
células ao longo do tempo ainda são escassos. Na presente tese, realizamos o 
acompanhamento de células únicas no período crítico que envolve a transição populacional de 
um estado autofágico para um estado senescente. Mesmo sabendo que o acompanhamento das 
células únicas ocorreu apenas por um período específico de tempo ao longo do experimento, 
através desta abordagem nós fomos capazes de responder algumas questões importantes na 
interação entre autofagia, senescência e morte celular: 

 

a. A redução da autofagia é necessária para entrada em senescência? Existe um 
padrão de resposta de autofagia e/ou senescência celular?  

R.: Inicialmente, tentamos realizar a separação das curvas de cada célula através da 
análise de ligação e a montagem de dendogramas. Porém, provavelmente devido à alta 
heterogeneidade de resposta das células ou 'n' pequeno não foi possível separar as células em 
perfis definidos. Posteriormente, observamos 3 perfis diferentes considerando o maior 
intervalo de redução da autofagia e o maior aumento de área celular, cada um correspondendo 
a aproximadamente 1/3 das células. As células reduziram autofagia antes, em concomitância 
ou após a aquisição de fenótipo senescente, demonstrando que não é necessário que a 
autofagia reduza para que a célula adquira esse fenótipo, nem que a redução da autofagia 
ocorre somente após a entrada da célula em estado senescente.  

 

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

R.: Pares ou grupos de células foram selecionados em pontos específicos do 
experimentos e acompanhadas: células que partiram com características semelhantes no dia 3 
não necessariamente seguiram caminhos semelhantes, da mesma forma que células que 
atingiram o dia 4 com características similares não necessariamente seguiram para o mesmo 
desfecho no dia 4.5. Finalmente, células que chegaram ao dia 4.5 com características similares 
não necessariamente apresentaram históricos similares de autofagia ou área nuclear/celular. 

Resumo 

 As células apresentaram uma resposta bastante heterogênea considerando a cinética de 

autofagia e aquisição de fenótipo senescente, sem correlação entre marcadores dos mecanismos. 

Apesar desta heterogeneidade, 95% das células reduziram autofagia entre os dias 4 e 4.5. Células 

com níveis reduzidos de autofagia apresentaram uma probabilidade maior de entrar em apoptose. 
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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. É importante destacar que este mecanismo orquestrado de 
redução da autofagia ocorre independente da proteína mTOR, a qual se manteve inibida até o 
dia 7, e independente da aquisição ou não do fenótipo senescente, uma vez que mesmo células 
que permaneceram com áreas nuclear e celular baixa reduziram bruscamente a área de GFP-
LC3 no dia 4. Uma hipótese plausível neste caso é a de que as células senescentes poderiam 
estar liberando para o meio extracelular, entre os componentes do fenótipo secretor associado 
à senescência (SASP), alguma molécula parácrina mediadora da redução orquestrada da 
autofagia observada no dia 4. De fato, como sugerido no Capítulo V, a partir do dia 3 a 
população de células tratadas com TMZ já apresenta um perfil senescente.  

 

c. Existe correlação entre níveis de autofagia ou pico máximo de indução de autofagia 
e aquisição de fenótipo senescente? 

 R.: A nível populacional, a média da área de GFP-LC3 e a porcentagem média de 
células GFP-LC3-positivas correlacionaram negativamente com o aumento médio da área 
celular. Esta correlação se mostrou forte tanto considerando as variações médias do dia 0 ao 
dia 7 quanto o intervalo do experimento de células únicas (dia 3 ao dia 4.5). Entretanto, a 
nível celular não foi encontrada nenhuma correlação entre variação da área celular e área total 
de GFP-LC3 ou pico máximo de área de GFP-LC3. Dessa forma, pode-se concluir que a 
média populacional não representa o que acontece com as células individualmente, as quais 
compõem diferentes subgrupos com respostas semelhantes, como sugerido na resposta à 
pergunta (a) acima.  

 Em resumo, nossos dados de células únicas reforçam fortemente a hipótese de que 
autofagia e senescência são induzidas por dano ao DNA de modo paralelo, independente e 
com cinéticas diferentes. Esta diferente cinética de ocorrência de cada mecanismo a nível 
populacional é responsável por gerar o perfil de transição de autofagia para senescência, como 
havia sido hipotetizado por Gewritz (Gewirtz, 2014). Senescência é a resposta terminal de 
células expostas ao estresse da injúria genômica e que sobreviveram em função da autofagia 
citoprotetora disparada após o dano ao DNA. Corroborando esta hipótese, recentemente  Xu 
et al (2013) e col avaliaram, através do acompanhamento de células únicas, a dinâmica 
diferencial de autofagia e morte celular em fibroblastos expostos ao agente staurosporina 
(STS). Células com densidade elevada de autofagossomos resistiram à morte celular 
apoptótica induzida por STS, enquanto células que sofreram apoptose apresentavam área de 
autofagossomos reduzida ao longo do experimento. Estes dados corroboram nossos resultados 
mostrando que células com área reduzida de GFP-LC3 no dia 3 apresentam uma 
probabilidade maior de morrerem ou não conseguirem entrar em senescência, e que a inibição 
de autofagia desvia as células para apoptose.  

 Terapeuticamente, sabe-se que apenas uma subpopulação restrita de células mantém a 
capacidade proliferativa após um tratamento indutor de dano ao DNA em glioblastoma, 
levando à recorrência (Chen et al., 2012). Recentemente, demonstramos que a porcentagem 
de células de glioma U87 que mantém a capacidade clonogênica in vitro após tratamento 
agudo com TMZ é de aproximadamente 12% (Filippi-Chiela e col, 2013). Aqui, nós 
observamos que 82% das células acompanhadas apresentaram aumento de um índice que 
representa a passagem de um estado celular autofágico para um estado senescente, o “Cell 
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Area / LC3-GFP Area” Index (CALA Index) (Figura 18). Em paralelo, 8% das células 
sofreram alterações morfológicas típicas de apoptose durante o acompanhamento de células 
únicas. Dessa forma, é plausível que os 10% de células restantes, não-apoptóticas e não-
CALA-positivas (células que não adquirem um fenótipo senescente e não autofágico após o 
tratamento com TMZ), correspondam aos 10-12% de células, o mesmo número que mantém a 
capacidade clonogênica após o tratamento com TMZ.  

 
Figura 18 – Índice da razão da área celular pela área de GFP-LC3 em células tratadas com TMZ. Nós 
geramos um índice chamado CALA (Cell Area / LC3-GFP Area) para cada célula acompanhada ao longo da 
análise de células únicas, exceto para as células apoptóticas. Este índice representa a passagem de um estado 
celular autofágico não senescente para um estado celular não mais autofágico e com fenótipo senescente. À 
esquerda é mostrada a dinâmica deste índice 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 está em escala logarítmica. Os números 
dentro do quadro preto representam o número de células CALA-positivas em relação ao total de células e, 
abaixo, a porcentagem referente. À direta é mostrada a média do CALA ± erro padrão para cada tempo de 
análise. ** p<0.01 em relação ao tempo 3D. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Perspectivas 

1. Realizar o acompanhamento de células únicas após tratamento com outros indutores de dano ao 

DNA, senescência e autofagia, tais como Doxo e Carmustina (utilizado em clínica contra gliomas). 

2. Acompanhar as células resistentes à TMZ a partir do dia 7, tratadas ou não com 3MA ou 

RAPA. 
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CONCLUSÕES 

 Como principais conclusões dos capítulos que compõem a tese, podemos destacar: 

CAPÍTULOS I - Artigo original (publicado - PlosOne) - Nuclear Morphometric Analysis 
(NMA) 

Conclusão: Através da análise da morfometria nuclear, pode-se ter uma ideia inicial sobre o 
efeito que um determinado tratamento exerce sobre uma população celular. Através deste 
método é possível avaliar apoptose, senescência e irregularidades nucleares, como aquelas 
apresentadas por células em processo de catástrofe mitótica. 

 CAPÍTULO II -  Artigo de Revisão (publicado - Cell Death and Differentiation) - 
Autophagy and Genomic Integrity 

Conclusão: Autofagia é induzida por dano ao DNA através de inúmeras vias de sinalização 
intracelular. Esta autofagia pode favorecer tanto a sobrevivência celular, bem como contribuir 
para a toxicidade de um determinado tratamento citotóxico. De qualquer forma, a modulação 
da autofagia no contexto de dano ao DNA parece ser uma boa estratégia terapêutica. 

CAPÍTULO III - Artigo Original (submetido ao periódico Autophagy) - Single cell 
analysis changes the connection between autophagy and senescence induced by DNA 
damage. 

Conclusão: Dano ao DNA  induzido por TMZ dispara autofagia transiente e senescência a 
longo prazo, mediados por ativação das vias AMPK/ULK1 e p38 (autofagia) e supressão da 
via Akt/mTOR e aumento de p21 (senescência). Apesar da forte correlação negativa entre 
autofagia e senescência a nível populacional, em função da diferente cinética de indução a 
nível de células únicas esta correlação não ocorre, e autofagia e senescência parecem ser 
interdependentes. Na verdade, autofagia permite a senescência celular a longo prazo por 
reprimir a indução de apoptose. 

CAPÍTULO IV - Comentário (a ser submetido ao periódico Autophagy): Sleep or let die: 
two sides of the same coin in the inhibition of autophagy 

Conclusão: 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 inúmeros mecanismos celulares e, consequentemente, sua inibição interfere 
no destino celular. Aqui, sugerimos que os estudos que integram autofagia e apoptose, 
necrose, senescência e ciclo celular com inibidores de autofagia sejam bem planejados e 
contemplem todos os mecanismos, para evitar viés de análise e interpretações equivocadas. 

CAPÍTULO V - Short take (a ser submetido ao periódico Aging Cell): Kinetic Analysis Of 
Morphological Alterations In DNA Damage-Induced Senescence In vitro 

Conclusão: Durante o desenvolvimento do capítulo III, observamos que marcadores de 
senescência celular In vitro (como aumento da área nuclear e celular, aumento da atividade da 

enzima SA-β−Gal e dos níveis de p21) apresentam cinéticas de ocorrência diferentes ao longo 
do estabelecimento do mecanismo. Aqui, nós descrevemos a cinética de acontecimento destes 
marcadores no modelo de senescência induzida por TMZ em células de glioma, e 
encontramos que o núcleo celular aumenta de tamanho no início do estabelecimento do 
fenótipo senescente, correlacionando fortemente com a curva de proliferação. Por outro lado, 
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a marcação com SA-β-Gal e níveis de p21 aumentam tardiamente e correlacionam menos 
com a curva de proliferação.  

PERSPECTIVAS 

As principais perspectivas da presente tese foram apresentadas ao final de cada 
hipótese na seção Discussão Integrada, e estão agrupadas aqui 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Perspectivas - Hipótese Oxidativa 

- Investigar quais alvos de ROS estão 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 indução de senescência. 

Perspectivas - Hipótese Mitocondrial 

- Avaliar os níveis e sublocalização de BNIP3, e microscopia confocal para mitofagia. 

- Avaliar a  funcionalidade mitocondrial (marcadores específicos fluorescentes). 

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

- Medir os níveis de ATP celulares em presença de inibidores e ativadores de autofagia. 

Perspectivas - Hipótese da proteína Atg5 

- Analisar os níveis de Atg5 após tratamento com TMZ e outros compostos genotóxicos. 

- Silenciar a proteína Atg5 em células de glioma e avaliar a consequência frente ao tratamento com indutores 

de dano ao DNA, bem como analisar morfometria nuclear destas células. 

- Realizar imunohistoquímica para localização subcelular de Atg5.  

Perspectivas - Outros modelos 

- Concluir os experimentos com Doxo em células de câncer de mama e VCR em células de glioma e avaliar o 

papel da autofagia na senescência e morte celular. 

- Avaliar o papel da autofagia induzida por outros compostos citotóxicos indutores de senescência, bem como 

em outros tipos tumorais, especialmente os resistentes à apoptose. 

Perspectivas - Autofagia e terapia 

- Produzir células estavelmente silenciadas para Atg4, Atg5, Atg7 e Atg6 e avaliar a resposta destas células à 

TMZ e outros quimioterápicos – em andamento. 

- Realizar ensaio clonogênico após tratamento com RAPA+TMZ+3MA com as linhagens de glioma humano 

sensíveis (U87, U251, U343) e resistentes (U138) à TMZ – em andamento. 

Perspectivas - Células únicas 

- Realizar o acompanhamento de células únicas após tratamento com outros indutores de dano ao DNA, 

senescência e autofagia, tais como Doxo e Carmustina (utilizado em clínica contra gliomas). 

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

 

 

 

 

 

 

Figura Suplementar 1 - Via de sinalização PI3K/Akt/mTOR. Obtida de 
www.cellsignal.com, em 12/04/2014. 
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Figura Suplementar 2 - Complexos mTOR1 e mTOR2 e principais sinalizações 
associada. Adaptado de mTOR: from growth signal integration to cancer, diabetes 
and ageing e Fighting neurodegeneration with rapamycin: mechanistic insights 
(Zoncu et al., 2011). 
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Figura Suplementar 3 - Sinalização reguladora do ponto de checagem de G2/M. 
Obtido de www.cellsignal.com, em 12/04/2014 
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ANEXO I 

 

Supporting Methods from Nuclear Morphometric Analysis (Capítulo I) 
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ANEXO II 

Patente de registro - Método de Análise e Mensuração Morfométrica Nuclear e Uso do 
Método de Análise e Mensuração Morfométrica Nuclear   

 Texto referente à Patente Registrada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial - número de 

registro: BR1020120152886), depositada em 21.06.2012. 
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