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Resumo

Autofagia € um processo de degradacgao fisiolégico aumentado em diferentes
condicbes de estresse, em que proteinas e organelas n&o funcionais s&o
direcionadas ao lisossomo, onde s&o degradadas e os produtos da degradagao
reutilizados pela célula. Senescéncia é o processo em que as células param de
dividir e entram em um estado de parada celular irreversivel. Os dois processos,
autofagia e senescéncia, podem ser induzidos na presenga de dano no DNA,
porém a maquinaria molecular que realiza a intermediagcao neste processo ainda
€ incerta. Temozolomida (TMZ) é um agente alquilante, usado para tratar
pacientes com Glioblastoma, que induz dano no DNA. Lesbes produzidas por
TMZ ativam a resposta ao dano no DNA (DDR), uma sinalizagdao complexa que
medeia as respostas celulares, tais como a dindmica do ciclo celular, autofagia,
senescéncia e morte celular, ao dano genotoxico. Dada a importancia desses
mecanismos, esse trabalho objetiva avaliar o impacto da inibigdo da cinase Ataxia
Telangiectasia mutada dependente de Rad3 (ATR), reguladora chave da DDR, na
proliferagdo, autofagia e senescéncia em células de glioblastoma tratadas com
TMZ. Para tal, nés utilizamos um inibidor farmacolégico para ATR (VE-821), bem
como shRNA para ATR com vetor lentiviral em células U87. A inibicdo
farmacoldgica da proteina ATR n&o alterou o estado autofagico e de senescéncia
em comparagao com as células tratadas somente com TMZ. Esses resultados
foram obtidos usando o método Laranja de Acridina (AO) e a ferramenta de
Analise Morfométrica Nuclear (NMA). Na auséncia de uma sinalizagéo
dependente de ATR, obtida pelas células shATR tratadas com TMZ, também néo
observamos alteragédo significativa em relagédo a esses processos. No entanto,
nos observamos um acumulo da proteina SQSTM1/p62, substrato da autofagia,
nas células silenciadas para ATR. Esta alteragcado nao se refletiu em aumento de
foci intracelulares da proteina SQSTM1/p62. Em conclusdo, ATR n&o parece
participar diretamente da ativacdo da Autofagia e da Senescéncia induzidas por
TMZ.
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Abstract

Autophagy is a catabolic process, that shows increased levels in stressful
situations, whereby dysfunctional proteins and organelles are engulfed and
targeted to lysosomes for degradation and recycled back to the cell. Senescence
is the process by which cells stop dividing and enter a state of growth arrest. Both
processes, autophagy and senescence, can be induced by DNA damage,
however, the molecular machinery that mediates this process is still uncertain.
Temozolomide (TMZ) is an alkylating agent, used to treat patients with
Glioblastoma, that drives DNA damage. Lesions produced by TMZ activate the
DNA damage response (DDR), a complex signalling pathway, that mediates
cellular outcomes such as cell cycle distribution, autophagy, senescence and
cellular death, to genotoxic damage. Given the importance of such mechanisms,
this work aims to evaluate the impact of inhibiting the Ataxia telangiectasia and
Rad3 related (ATR) kinase, key regulator of the DDR, on cellular proliferation,
autophagy and senescence, on Glioblastoma (GBM) cells treated with TMZ. In
order to do that, we used a pharmacological inhibitor for ATR (VE-821) as well as
shRNA to ATR, in U87 cells using lentiviral vectors. The pharmacological inhibition
of ATR did not alter the autophagic or senescence status in comparison with the
cells treated with TMZ only. Such results were obtained by Acridine Orange (AO)
assessment and Nuclear Morphometric Analysis (NMA) tool. In the absence of an
ATR dependent signalling, assessed through shATR cells treated with TMZ, no
significant alteration in relation to such processes was seen. However, we
observed an accumulation of the SQSTM1/p62 protein, a selective autophagy
substrate, on cells silenced for ATR. This accumulation did not reflect in increased
intracellular foci formation of SQSTM1/p62 protein. In conclusion, ATR doesn't

seem to play a direct role in the Autophagy and Senescence induced by TMZ.
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1 Introducgao
1.1 Dano no DNA

Em condigdes fisiologicas, células sofrem inumeros eventos de danos no
DNA e diferentes mecanismos de resposta e reparo sao disparados para que a
célula mantenha a integridade genémica. Diversos agentes quimicos, radiagéo
ultravioleta (UV), radiacdo ionizante e inumeros farmacos, s&o apenas alguns
exemplos de indutores de dano que geram lesées no DNA (Roos et al., 2016). De
fato, a instabilidade genémica é considerada um dos hallmarks do cancer e esta
associada ao acumulo de danos no DNA (Hanahan & Weinberg, 2011).

Células respondem ao dando pela ativagao de vias que direcionam o desfecho
celular, sinalizando para o reparo desse dano, modulagado do estado proliferativo
celular (ciclo celular e senescéncia), respostas adaptativas (autofagia e
modulagdes do metabolismo celular) ou para morte celular. Essa “decisao”, entre
sobreviver ou morrer, € dependente de fatores que reconhecem esse dano e
estdo envolvidos no reparo, ou fatores que ativam apoptose, necrose, autofagia e
senescéncia (Zhou and Elledge, 2000). Esses fatores, fazem parte de um
complexo de aproximadamente 450 proteinas que interagem entre si, por
multiplas vias e “decidem” o destino da célula pelo mecanismo de resposta ao
dano no DNA (DDR- DNA Damage Response). Pela DDR, diferentes formas de
danos, sao reparadas por diferentes sistemas de reparo, bem como por diferentes
vias de sinalizacdo. No entanto, vias especificas que nédo sido ativadas em caso
de dano podem ser compensadas por outras. Uma analogia que pode ser feita
nesse caso seria a de um carpinteiro, que necessita de uma ferramenta para fazer
um conserto e, na auséncia desta, usa outra para concluir o trabalho. Nesse caso,
o trabalho é concluido, porém, sem a mesma qualidade ou resultado do que se o

carpinteiro tivesse usado a ferramenta correta (O’Connor, 2015).

Em células humanas existem 5 principais tipos de reparo: Reparo por excisdo

de base (BER), reparo por recombinacdo homoéloga (HRR), unido terminal nao-
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homologa (NHEJ), reparo por excisdo de nucleotideo (NER) e reparo de mal
pareamento (MMR). Os mecanismos desses reparos nao serdo discutidos em
detalhe, porém é importante destacar que além de depender do tipo de dano,
esse reparo também é dependente do status do ciclo celular (Haken, 2008;
O’Connor, 2015).

1.1.1 Aresposta ao dano no DNA (DDR)

A cascata de sinalizagao da DDR é ativada na presenga de leses no DNA,
que foram geradas por indutores de dano ou estresse replicativo. Em células de
mamiferos, ataxia-telangiectasia mutada (ATM), ATM relacionada a Rad3 (ATR) e
as proteinas cinases dependentes de DNA (DNA-PKs), sdo as cinases centrais da
DDR. Dessas proteinas, sai o sinal downstream para conduzir uma parada e
prevenir a progressao do ciclo celular, via ativacdo de proteinas de ponto de
checagem, bem como pelo recrutamento de proteinas envolvidas no reparo do
DNA (Roos et al., 2016).

As proteinas ATM e ATR possuem um papel central na DDR e apresentam
especificidades distintas. Enquanto a ATM é primeiramente ativada em locais de
quebra dupla da fita no DNA (DSB; Double Strand Breaks), ATR responde a
diversos tipos de dano que interferem na replicagao, incluindo DSBs (Maréchal &
Zou, 2013). Mediante a sua ativacdo inicial, ATM sinaliza para a fosforilagdo da
H2AX (histona H2A fosforilada). O reconhecimento e processamento do dano na
cromatina requer modificacbes da H2AX para que a sinalizagdo para o reparo do
DNA acontega. Em principio, essas trés cinases (ATR, ATM e DNA-PK) possuem
o potencial de fosforilar a H2AX. No entanto, por estar presente imediatamente
nos sitios de modificagado, onde ocorre quebra dupla, ATM é a cinase que fosforila
a H2AX com maior frequéncia (Kinner et al., 2008). A proteina ATM é rapidamente
ativada e sinaliza para a fosforilagdo de diferentes substratos, tais como as

supressoras tumorais Brcal e p53, e a proteina de ponto de checagem Chk2.
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Como descrito anteriormente, diferente da ATM, a ATR é fosforilada em
diferentes situagdes de dano no DNA. Essa ativacao é mediada pela interagao de
ATR com a proteina de interacdo da ATR (ATRIP; ATR Interaction Protein). A
localizacdo de ATR-ATRIP nos sitios de dano €& dependente da interacdo de
ATRIP com a proteina de replicagédo A (RPA; Replication Protein A), localizada
nas fitas simples do DNA. Quando a DSB acontece antes da replicagdo, a
primeira linha de defesa, porém bastante passivel de erro, é pela juncao das
pontas do DNA por NHEJ. Contudo, quando a quebra acontece no garfo de
replicacéo na fase S ou depois da replicagao na fase G2 um segundo mecanismo
para o reparo da DSB é acionado, a HR. Na HR, é necessaria uma sequéncia
homodloga ao DNA e pontas da fita simples do DNA para a procura dessa
sequéncia. Dessa forma, ha uma transicao entre a fosforilagdo da ATM e posterior
ativacdo da ATR em sitios de quebra dupla do DNA. Assim, a proteina ATR
sinaliza para a fosforilagdo de Chk1, que ativa o ponto de checagem na fase S e
G2/M para parada no ciclo celular, e Rad51, para promover o reparo (Maréchal &
Zou, 2013).

Todavia, as vias ATR-Chk1 e ATM-chk2 ndo s&o estritamente separadas uma da
outra. A fosforilacdo de Chk1 pode ser dependente de ATM em resposta a dano
induzido por radiagao ionizante, bem como Chk2 dependente de ATR em resposta
a irradiagéo UV (Eich et al., 2013). A sinalizagdao mediada por Chk1 e Chk2 pds

dano induzido ou problemas na replicagdo do DNA esta representada na Figura 1.
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Figura 1 - Chk1 e Chk2 como mediadores da sinalizagdo pés dano no DNA. Apds sua
ativagdo, Chk1 e Chk2 fosforilam unicamente (vermelho e verde) e em comum (azul), efetoras
que propagam a sinalizacdo de ponto de checagem. Dependendo do tipo de estresse,
velocidade do dano e contexto celular, essa sinalizacdo leva a transcricdo de programas
induzido por estresse (E2F1, Brca1, p53), iniciagdo direta ou indireta de reparo ao dano (BRCA(1,
p53), atraso na progressao do ciclo (Cdc25A, Cdc25C, p53, PIK3), indugdo de apoptose (Pmi1,
p53, E2F1) e remodelagdo da cromatina (TIK1/2). Algumas efetoras downstream sao
classificadas como protooncogenes (PO) ou supressoras tumorais (TS), como indicado.
Adaptada de Bartek & Lukas, 2003.
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Em um contexto geral, como consequéncia ao dano no DNA, as checkpoints 1
e 2 sao fosforiladas, bloqueiam a progressao do ciclo e sinalizam para o reparo do
dano via cascata ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53. Contudo, diferentes niveis de danos
sinalizam para diferentes desfechos celulares. Quando os niveis de dano s&o
baixos, essas respostas sdo ativadas mostrando um perfil pré sobrevivéncia pela
ativacao transiente da p53 e, quando os niveis sdo mais severos, essas respostas
sinalizam para morte pela ativacdo continua da p53. Sabe-se que a complexidade
desses eventos se da pelo fato de que, pelas mesmas vias da DDR, sao ativados
mecanismos pré-morte, como apoptose e necrose e pro-sobrevivéncia, como
reparo do dano, senescéncia e autofagia (Fig. 2) (Roos et al., 2016; Zhang et al.,
2015). Nesse contexto, limiares possuem papel bastante importante sobre a
influencia da DDR dentro de cada processo celular e o papel da DDR dentro da
autofagia, bem como na senescéncia sera discutido com maior detalhe dentro das

respectivas secoes.
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Figura 2 - Efeitos da resposta ao dano no DNA no desfecho celular. Dependendo da extensao do dano,
o desfecho celular é determinado pela resposta do dano. Quando o dano é menos extenso e reparavel,
células recrutam vias de sinalizagdo para promover a sobrevivéncia, incluindo o reparo do dano, parada no
ciclo e autofagia. No entanto, quando o dano é severo e irreparavel células sinalizam para morte celular
como apoptose e necrose, podendo também induzir a autofagia. Nesse sentido, autofagia possui papel
duplo podendo promover a sobrevivéncia da célula ou induzindo a morte. Adaptada de Zhang et al., 2015.
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Dada a importancia dessas vias em manter a integridade do genoma, nao é
surpreendente que alteragdes nessas vias sejam associadas a patologias e a pré-
disposicéo de canceres. Assim, pacientes com ataxia-telangiectasia (AT), doenca
autossOmica recessiva associada a mutagdo de ATM, além de apresentarem
maior propensdo ao desenvolvimento de canceres como mama e colon, sdo
hipersensiveis a radiagdao (Haken, 2008). Na verdade, embora exista uma
prevaléncia em mutagdes na ATM em pacientes com cancer, pacientes cujas
fungcbes da ATR estdo comprometidas também apresentam maior riscos a
instabilidade genémica e malignidades. No entanto, a presenca de mutagdes em
alguma dessas proteina cinases, sugere que a capacidade de sobrevivéncia
dessas células vai além da capacidade de acdo da ATR ou ATM (Roos et al,,
2016).

1.1.2 Dano induzido por Temozolomida

Temozolomida (TMZ) é um antineoplasico, quimicamente classificado como uma
imidazotetrazinona, usado como tratamento de primeira linha em pacientes de
Glioblastoma (Filippi-Chiela et al., 2013). Dentre os adutos gerados por TMZ no
DNA, as metilagbes na posicdo Of nos residuos de guanina (O%-MeG), embora

menos frequentes (aproximadamente 8%), sdo as mais citotéxicas e mutagénicas
(Tisdale, 1987; Eich et al., 2013).

Uma vez que nao reparado pelo sistema de reparo BER, como nas metilagbes
geradas nos atomos de nitrogénio (N7 dos residuos de guanina, N' e N3 da
adenina e N3 da citosina), o mal pareamento de Of-MeG é reconhecido pelo
sistema de reparo MMR (Mojas et al., 2007). Assim, ciclos futeis de exciséo e
reinser¢ao, nas posi¢cdes danificadas, resultam em quebras persistentes do DNA
causadas por lesdes secundarias que bloqueiam a replicagdo no segundo ciclo
celular, produzindo DSBs. Dessa forma, ha uma transicdo entre a ativagao da
proteina cinase ATR na forquilha de replicacdo e ATM diante a formacao de DSBs
(Eich et al., 2013).
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Por fim, é importante destacar que ATR e ATM encontram-se ativas nas células
em situagdes de estresse oncogénico. Assim, essa via contribui para as células
poderem sobreviver em condicbes de instabilidade gendmica. Por isso, o
desenvolvimento de inibidores especificos para componentes dessa via se
mostram bastante promissores, podendo aumentar a sensibilidade de células

tumorais a terapia (Maréchal & Zou, 2013).
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1.2 Autofagia

Autofagia (do Grego, “autodigestdo”) é um processo de degradacdo e
reciclagem de componentes celulares pela via lisossomal, altamente conservado
entre os eucariotos. Esse mecanismo, pode ser considerado uma estratégia de
adaptacdo, uma vez que a célula passa a degradar seu préprio conteudo para se
manter viva, pode ser ativado em diferentes situagbes de estresse, como privagao
de nutrientes, estresse oxidativo e injuria ao DNA (Vessoni & Filippi-Chiela et al.,
2013).

A ativagdo da autofagia como estratégia de sobrevivéncia celular € melhor
caracterizada na auséncia de nutrientes, onde membranas lipidicas e proteinas
degradadas geram energia suficiente para que a célula mantenha um balango
energético (Levine & Yuan, 2005). Em condi¢des fisioldégicas, a autofagia
acontece em niveis basais. Em outras situacdes, possui papel fundamental, como
no periodo intra-parto, em que o aporte de nutrientes via placenta é
momentaneamente interrompido, até que seja reestabelecido através do
aleitamento, bem como em situacdes diarias de privacado de nutriente, fornecendo
energia através do catabolismo, assim mantendo as fungbes metabodlicas da
célula (Kuma et al., 2004).

No entanto, a autofagia tem papel duplo na citoprotegédo ou toxicidade. Em niveis
basais, presente como um mecanismo de sobrevivéncia, a autofagia promove o
balango energético da célula. Quando insuficiente ou acima do limiar, pode levar a
morte celular (Nishida et al., 2008).

Em células de mamiferos existem 3 tipos de autofagia: Microautofagia,
Autofagia mediada por chaperonas (CMA) e Macroautofagia. As trés, ainda que
morfologicamente distintas, resultam na degradagéo e reciclagem do conteudo via

lisossomal (Fig.3).
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Figura 3 - Trés tipos de autofagia. Macroautofagia depende da formagédo de uma vesicula de dupla
membrana que isola o conteldo a ser degradado. Autofagia mediada por chaperonas onde ocorre o
transporte de proteinas individuais diretamente através da membrana do lisossomo. Microautofagia
envolve a captacédo direta do conteldo através da invaginagdo da membrana. Adaptada de (Parzych
& Klionsky, 2014)

1.2.1 Tipos de Autofagia
1.2.1.1 Microautofagia

A Microautofagia ocorre pela invaginacédo e deformagdo da membrana do
lisossomo onde o conteudo a ser degradado entra no lisossomo através dessas
protrusdes (Parzych & Klionsky, 2014). Esse processo pode acontecer de forma
seletiva pela degradagdo de mitocéndrias (micromitofagia), material nuclear
(micronucleofagia) e peroxissomos (micropexofagia) ou de forma nao seletiva,
com a degradagcdo de porcbes aleatdrias do citoplasma e organelas. A
microautofagia € pouco descrita devido a limitacao de ferramentas de analise e
sabe-se muito pouco sobre seu mecanismo, regulagao e significancia fisiolégica
(Mijaljica et al., 2014).
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1.2.1.2 Autofagia mediada por chaperonas

Na Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA), onde sdo degradados
substratos como fatores de transcricdo, enzimas glicoliticas, subunidades do
proteossoma e proteinas envolvidas no trafego de vesiculas, proteinas a serem
degradadas sao desdobradas pela agdo de chaperonas citosélicas e diretamente
translocadas do citoplasma para o lisossomo, sem o uso de qualquer estrutura

membranosa.

Para que um substrato (proteina) sofra CMA, uma vez que € um processo
altamente especifico, é necessary que este tenha um motivo pentapeptidio
KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn). Esse motivo é reconhecido por um complexo, cujo
principal componente é a proteina de choque térmico 8 (HSPA8/HSC70), que
transporta o substrato até a membrana do lisossomo e se liga a monémeros do
receptor da proteina associada a membrana do lisossomo 2A (LAMP2A),

formando um complexo translocador pela ligagao substrato-receptor (Parzych &
Klionsky, 2014).

1.2.1.3 Macroautofagia

Em contraste com a microautofagia e CMA, na macroautofagia (a partir daqui
referida apenas como Autofagia), o cargo é isolado fora do lisossomo. Nesse
processo ha a formacdo de uma vesicula de membrana dupla denominada
autofagossomo, onde o conteudo € englobado para posteriormente ser degradado

no autolisossomo (Yang & Klionsky, 2010).
1.2.2 Progressao Morfolégica e Maquinaria

A autofagia € um processo dinamico, cuja caracteristica morfolégica que o
diferencia dos demais baseia-se na formacdo de uma vesicula de membrana
dupla, denominada autofagossomo. Esse processo pode ser dividido em 5 etapas
principais: (1) Inicio e nuclecdo do isolamento da membrana; (2) expansao da
membrana dupla para formacdo do autofagossomo; (3) fechamento do

autofagossomo; (4) fusédo do lisossomo para formar o autolisossomo, onde ocorre
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a ultima etapa e (5) degradagao do conteudo celular (Goldsmith et al., 2014) (Fig.
4).

plasmatica
Aparato

N\ Mitocondrias
\$

AUTOFAGIA

Lisossomo .

Autoliisossomo

Figure 4 - Organizacao geral do processo da Autofagia. Autofagia se inicia pela formagédo de uma
estrutura de membrana dupla chamada fagoéforo (ou membranas de isolamento) onde o material do
citoplasma é capturado para futura degradagdo. Com o fechamento do fagéforo, essa estrutura passa a
ser chamada de autofagossomo que se fusiona ao lisossomo onde com a agao de hidrolases lisossomais
permite que esse material seja degradado e os produtos transportados para o citosol para serem
reutilizados. Adaptado de (Galluzzi et al., 2015).
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O estudo molecular da autofagia foi baseado na descoberta de genes
relacionados a autofagia (Atg) em leveduras e posteriormente em eucariotos
superiores. Dentre as proteinas ATG que participam da maquinaria molecular
central da autofagia, pode-se dividir em 4 subgrupos: o complexo ULK, dois
sistemas de conjugacgao, o complexo PI3K e as proteinas transmembrana. O sitio
onde ocorre a formagcao do autofagossomo e o recrutamento da maioria das
proteinas ATG, é o sitio de montagem do fagéforo (PAS; Phagophore Assembly
Site) (Yang & Klionsky, 2010).

Em mamiferos, o inicio do processo da autofagia para a formagdo do
autofagossomo requer a presengca do complexo ULK (ULK1/2), formado pela
proteina cinase ULK (Atg1) associada a ATG13, FIP200 e ATG101. A fosforilacdo
de FIP200, bem como ATG13, sinaliza a iniciacao e ativa o segundo complexo
(complexo PI3K) que requer atividade da proteina VPS34 (uma PI3K classe lll) e
€ essencial para a nucleagdo do fagoforo. VPS34 forma um complexo com
Beclina 1 (Atg6), VPS15, ATG14L e é crucial para a geracéo de fosfatidilinositol 3-
fosfato, permitindo o recrutamento de outras proteinas ATG (Goldsmith et al.,
2014).

Ja na fase de expansao participam dois sistemas de conjugacgao ‘ubiquitin-like’, no
primeiro, ATG7 e ATG10 catalisam a conjugacdo de ATG12 a ATGS. Esse
complexo se liga a ATG16L1 formando um complexo multimérico que permite a
expansao do fagoforo, ATG16L. O segundo envolve a clivagem da molécula LC3
(Atg8) pela ATG4, gerando a forma | da proteina LC3, que dirige o fechamento do
fagéforo para formagao do autofagossomo. Por fim, LC3 é conjugada ao lipideo
de membrana fosfatidiletanolamina (PE) via ATG7 e ATG3, formando a LC3-Il, a
qual é subsequentemente recrutada para o lado interno e externo da membrana
do autofagossomo (Goldsmith et al., 2014). A proteina LC3 é mediadora na
selecdo do conteudo para degradacao por autofagia e bastante usada para
monitorar atividade autofagica (Thomé et al., 2016). A LC3 também interage
diretamente com a SQSTM1, que marca os componentes que devem ser

destinados a degradagéo.
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Uma vez que esse processo foi concluido e o autofagossomo formado, ha a

fusdo do autofagossomo com o lisossomo, formando a estrutura final, o

autolisossomo (Fig.5).

Vps34 Vps15/p150
o T——

BATGI4lL Beclinil
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Figura 5 - Modelo da maquinaria da autofagia nos diferentes estagios do processo. A autofagia
pode ser dividida em 4 etapas principais: (1) iniciagéo;(2) nucleacdo; (3) expansao; e (4) fusédo. (A) A
iniciacdo € mediada pelo complexo ULK. A ativagdo de ULK leva a fosforilagdo de FIP200 e ATG13
iniciando a nucleagdo via interagdao com complexo de Beclina 1. (B) O complexo Beclina 1/VPS34/
Atg14L/VPS15 interage com proteinas reguladoras resultando na nucleagéo do fagéforo. (C) O processo
de expansao acontece na presencga de dois sistemas de conjugacao ‘ubiquitin-like’ que forma o complexo
ATG12-ATG5/ATG16 e conjugacao de LC3 a PE. Adaptada de (Goldsmith et al., 2014).
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1.2.3 Autofagia e Cancer

O papel da autofagia durante a transformagao dos cénceres € duplo e estagio-
dependente. O processo pode tanto suprimir o crescimento tumoral quanto
promover a progressdo do tumor (Lorin et al., 2013). A autofagia quando
desregulada esta relacionada a diversos tipos de patologias humanas. De fato, a
delecdo de Atgs em ratos revelou que alteragdes nesse processo podem
desencadear, ou estdo ligadas, a doengas neurodegenerativas, autoimunes e

canceres como mama, prostata, melanoma e glioma (Jiang & Mizushima, 2014).

Em condigdes fisiolégicas, a autofagia, que é ativada em diferentes situac¢des
de estresse, pode suprimir a transformacéo maligna por diferentes mecanismos.
As primeiras evidéncias do papel da autofagia como supressora tumoral foram
descobertas em casos de cancer esporadico de prostata, mama e ovario, onde
em 40-75% dos casos um alelo de Beclina 1 estava deletado. Além da Beclina 1,
outras proteinas também foram relacionadas a supressao tumoral, tais como ATG
5, ATG7 e ATG4 (Goldsmith, 2014).

A autofagia também previne o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
pela eliminagdo de organelas disfuncionais. O aumento de ERO pode ser
ocasionado pelo acumulo da SQSTM1, proteina associada a autofagia e
degradada ao final no processo (Galluzzi et al., 2015). De fato, a SQSTM1 possui
papel bastante importante na supressao tumoral. Quando acumulada, ativa o fator
regulatério nuclear (Nrf2) e o fator de transcricao kappa B (NF-kB), que
estimulam respostas pré-inflamatorias e pré-angiogénicas. Em casos
onde o suporte energético sustentado por esse processo, gera uma
adaptacdo das células ao estresse metabdlico e hipdxia, a autofagia

inibe a progressao tumoral, pela inibicdo da necrose em um processo inicial.
(Goldsmith, 2014).

Por outro lado, em condi¢des de progressao tumoral ja existente e mais tardia,
a autofagia possui papel citoprotetor, disponibilizando os substratos energéticos

para células em estresse metabdlico ou hipdxia (Lorin et al., 2013).
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Na verdade, células da parte interior do tumor exibem altos niveis de autofagia se
comparados com a margem. Outro papel da autofagia na progressédo do tumoral é
pelo favorecimento da transicdo epitélio-mesenquima e metastase, principal
causa de morte em cancer. O desprendimento das células tumorais do estroma
tumoral induz a autofagia, evitando anoikis (morte celular induzida pelo
desprendimento da célula da matriz extracelular) e permitindo o estabelecimento
de metastases (Chen & Debnath, 2010).

Tumores deficientes em autofagia sdo, na grande maioria, mais sensiveis a
diversos quimioterapicos e a radiagao, por isso, diversos testes clinicos utilizam
terapias moduladoras de autofagia. A inibicao farmacoldgica desse processo com
Cloroquina (inibidor da fase final), Bafilomicina A1(inibidor da fase final) e 3
metiladenina (inibidor da fase inicial) impede a geracdo dos produtos benéficos
resultantes desse processo (Chen & Debnath, 2010). Nesse contexto, o efeito
dessa inibicdo em combinagdo com quimioterapicos impede o crescimento

exacerbado dessas células malignas em transformacao.
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Figure 6 - Autofagia na progressao tumoral. (A) Células saudaveis parecem ser poupadas de
transformagdo maligna quando os niveis de autofagia sdo normais. Em contraste, autofagia
promove progressao tumoral e resisténcia a quimioterapia. A transicdo de uma célula saudavel
para uma metastatica e resistente pode envolver a queda dos niveis de autofagia. O mecanismo
do restauragéo dos niveis ainda sdo pouco conhecidos. (B,C) Oncogénese e progressao tumoral
pode depender da perda permanente (B) ou ganho (C) dos niveis da autofagia
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1.2.4 Autofagia e DDR

Sabe-se que no processo de resposta ao dano no DNA ha o recrutamento
das cinases ATR e ATM e consequente ativagao de Chk1, Chk2 e p53. A proteina
supressora tumoral p53 € acumulada nas células em resposta ao dano no DNA
bem como pela ativagdo de oncogenes. Em condigbes de estresse genotdxico a
ativacao de p53 pode induzir a autofagia, podendo tanto contribuir como prevenir

a morte celular (Yang & Klionsky, 2010).

A p53 pode induzir o processo da autofagia de duas maneiras. Quando a sua
sub-localizacido é nuclear, como um fator de transcricdo, a p53 participa da
autofagia via indugdo de transcricdo de genes pro-autofagicos como DRAM,
ULK1/2 e SESTRIN1/2. Os alvos DRAM e ULK1/2 podem regular esse processo
diretamente pela interacdo com Atg13 e FIP200 ou indiretamente via SESTRIN 1
e 2, que ativam AMPK, que leva a inativacdo de mTOR e consequente disparo da
autofagia (Vessoni & Filippi-Chiela et al., 2013). Em contraste, quando sua sub-
localizagdo é citoplasmatica, a p53 possui um efeito negativo na regulagdo da
autofagia sendo assim capaz de reprimir esse processo. Contudo, a delegao ou
inibigdo farmacoldgica da p53 citoplasmatica pode induzir a autofagia podendo
favorecer as células que estdo sobre condicdo de hipdxia e deplecao de
nutrientes. O processo que liga a DDR a autofagia, ndo € sempre dependente de
p53. ATM também pode disparar esse processo pela ativacdo da cinase LKB1,
que ativa AMPK de maneira independente a p53 e pela fosforilagao da p63 que
modula indiretamente a expressao dos niveis de algumas ATGs e Beclina 1 (Wu
et al., 2012; Eliopoulos et al., 2016)

Por fim, dado o papel duplo que a autofagia apresenta na contribuicdo para
sobrevivéncia ou para morte celular, € importante destacar que a inibigdo
farmacologica desse processo em células tratadas com indutores de dano levam

a um aumento da morte celular (Vessoni & Filippi-Chiela et al., 2013).
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1.3 Senescéncia

Senescéncia celular, processo primeiramente descrito por por Hayflick &
Moorhead em 1961, € caracterizada pela parada irreversivel da proliferagao
celular. Essa parada é acompanhada de mudangcas na estrutura celular,
organizagado da cromatina e expressao de genes (Vargas et al., 2012). Décadas
atras, soube-se que o fenbmeno observado pelos autores e descrito como
‘processo de proliferagao limitada’ reflete o tipo de senescéncia desencadeada
pela perda dos teldmeros pos extensa proliferagcao, hoje denominada senescéncia
replicativa (Munoz-Espin & Serrano, 2014). Nesse contexto, a senescéncia é
disparada para manter o balancgo entre a divisdo e a morte celular, e possui papel
fundamental no envelhecimento celular e supressao tumoral, agindo como uma

barreira contra a imortalizagao celular (Vargas et al., 2012).

A senescéncia pode, também, ser induzida em resposta a estresses
intracelulares e extracelulares. Dessa forma, previne que quaisquer que sejam 0s
danos passem para a proxima geragado de células. Entre os diferentes tipos de
estresse que desencadeiam esse processo, estdo: deterioragdo mitocondrial,
estresse oxidativo, dano extenso ou irreparavel no DNA e expressao de alguns
oncogenes. No entanto, assim como a autofagia, a senescéncia também possui
papel duplo, podendo facilitar a tumorigénese (Coppé et al., 2010; Rodier &
Campisi, 2011).

Células senescentes, mesmo que nao proliferativas, sdo metabolicamente
ativas. Essas células, possuem habilidade de secretar citocinas, fatores de
crescimento e proteases, favorecendo a transformagao de células vizinhas e
alterando o microambiente a favor da tumorigénese, através do Fendtipo
Secretorio Associado a Senescéncia (SASP). Entre os diversos componentes que
fazem parte do SASP, estdo presentes alguns fatores inflamatorios, como as IL-1
e IL-6 bem como fatores de crescimento como VEGF e EGF (Ghosh & Capell,
2016; Coppé et al., 2010).
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Figura 7- Mecanismos da senescéncia. A senescéncia, que €& morfologicamente caracterizada pelo
achatamento celular bem como pelo aumento do tamanho do nucleo, pode ser induzida por dano no DNA,
espécies reativas de oxigénio e superexpressao oncogénica. Uma vez que induzida, sinaliza para a
ativacao de vias para a parada irreversivel da proliferacéo celular e possui habilidade de secretar citocinas,
fatores de crescimento e proteases, favorecendo a transformagédo de células vizinhas e alterando o
microambiente a favor da tumorgénese, através do Fendtipo Secretdrio Associado a Senescéncia (SASP).
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E importante destacar que células senescentes se diferenciam de células ndo
proliferativas, por diferentes marcadores e mudangas morfologicas. As alteragdes
morfolégicas que marcam células senescentes sao principalmente o achatamento
celular e nucleo grande e regular. Células ndo proliferativas, denominadas
quiescentes, podem retomar seu estado proliferativo como resposta a sinais.
Portanto, células quiescentes sado células em um estado de parada proliferativa
reversivel, cuja parada na proliferagdo (efeito citostatico) tem papel citoprotetor,
com objetivo central de possibilitar que a célula realize a reparagcdao do DNA e
consequentemente, o processo de divisao celular possa prosseguir (Mufioz-Espin
& Serrano, 2014; Campisi & Fagagna, 2007).

1.3.1 Mecanismos moleculares na Senescéncia

Os estimulos que podem induzir a senescéncia sao bastante variados. Todavia,
a sinalizagao como resposta a esses estimulos € comum entre a maioria dos tipos
de senescéncia e envolve proteinas mediadoras e efetoras, que regulam o ciclo
celular e sdo envolvidas na progresséo tumoral (Collado & Serrano, 2006; Vargas
et al., 2012).

Em células proliferativas, a presengca de dano no DNA, acumulo de ERO e
encurtamento dos teldmeros sinalizam uma resposta via DDR, envolvendo
principalmente a proteina supressora tumoral p53 e a modulagdo de vias de
proliferacdo e morte celular via Akt e p38MAPK. A p53 possui papel bastante
importante na inibicao da atividade de complexos de ciclina-CDK. Uma vez ativa,
a p53 inibe a atividade de CDKs via p21,p16, p15 e p27. Essa inibigao resulta na
parada da proliferacdo celular. E importante destacar que todos os complexos
ciclina-CDK sao dependentes do ciclo celular e modulam a proteina
Retinoblastoma (Rb), que leva a ativagao do ponto de checagem e consequente
parada no ciclo. No entanto, a supressao desses complexos por diferentes fatores
de transcricdo é coerente com o fato de que a senescéncia também pode ser
induzida independentemente da fase do ciclo celular (Collado & Serrano, 2006;
Vargas et al., 2012). A Figura 7 resume os processos de indugado da senescéncia,
alteracdes morfologicas, participagdo dos componentes do SASP e

consequéncias desse processo.
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A senescéncia celular pode ser dividida em dois grupos: senescéncia replicativa

e senescéncia induzida. A tabela 1 resume os diferentes tipos de senescéncia.

Tabela 1. Diferentes tipos de Senescéncia

Tipo de Senescencia

Senescéncia Replicativa RS
(Replicative senescence)

Senescéncia Prematura SIPS
induzida por estresse (Stress-
induced premature senescence)

Senescéncia induzida por oIS
Oncogenes (Oncogene-

induced senescence)

Senescéncia induzida pela PICS

perda de PTEN (PTEN loss-
induced cellular senescence)

Abreviagdo Mecanismo

Senescéncia dependente do encurtamento dos
telémeros

Senescencia induzida por dano ao DNA.
Estresse oxidativo e até mesmo condi¢bes de
cultura.

Senescencia induzida por oncogenes como:
Ras, cMYC ou BRaf. Envolve vias de
sinalizacdo como p38MAPK e vias de resposta
ao dano.

Divide caracteristicas com a OIS, mas pode
também ser induzida por mecanismos que nao
envolvem DDR ou p53.

1.3.2.1 Senescencia Replicativa

Células eucariotas somaticas apresentam um limite do numero de divisdes.
Esse limite da capacidade replicativa € associado ao encurtamento dos telédmeros
causado por sucessivas divisdes celulares (Muhoz-Espin and Serrano, 2014). Os
teldbmeros funcionam como relégios moleculares que recordam o historico de
replicagcdo. Sdo sequéncias (entre 1500 e 2000 em células germinativas) nao
codificantes nas extremidades dos cromossomos e sao encurtados a cada divisdo
celular pela ineficiéncia da maquinaria de replicacdo do DNA de reproduzir

plenamente uma cadeia atrasada durante a sintese do DNA (Shay et al., 2007).

Molecularmente, a inducdo da senescéncia pela perda dos telébmeros é
“sentida” pelas células como um tipo de dano ao DNA, ativando vias da DDR.
Essa sinalizagado, é caracterizada pela ativagdo dos mediadores da DDR ATR/
ATM- Chk1/Chk2 e fosforilagdo da histona H2AX (yH2AX), que sinalizam para a

fosforilagao e ativam diferentes proteinas, tais como p53 e proteinas de controle
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do ciclo celular. A p53 sinaliza para a expressao da p21, que se liga e inibe
complexos de ciclina-CDK, impedindo a progresséao do ciclo celular. Dessa forma,
induz a parada irreversivel da proliferacdo celular via senescéncia replicativa
(Muhoz-Espin & Serrano, 2014; Lawless et al., 2010)

1.3.2.2 Senescencia Induzida

A parada irreversivel na proliferacdo ndo é restrita a senescéncia replicativa.
Esse mecanismo também pode ser disparado de forma prematura, antes mesmo

do estagio em que é induzido pelo encurtamento dos teldbmeros. Esta, é dividida
em 3 grupos: SIPS, OIS e PICS.

Senescéncia induzida por estresse (SIPS): Dentro do grupo de SIPS que também
pode ser resultante de condigbes de cultura inadequadas, destacam-se dois
diferentes tipos de indugao prematura: a inducido mediada por ERO e a inducéo

como resposta ao dano no DNA (Kuilman et al., 2010).

A relacdo do papel do estresse oxidativo e da senescéncia foi primeiramente
estabelecida pelo uso de antioxidantes como tratamento. Estes, podem interferir
nesse processo de maneira relevante, atrasando ou até mesmo prevenindo a
senescéncia (Mufoz-Espin & Serrano, 2014). Sabe-se que ha um aumento de
ERO como consequéncia aos diferentes tipos de estresse, tais como
quimioterapicos, perdas das fungdes desempenhadas pelos telémeros, dano ao
DNA e ativacdo de oncogenes. Nesse contexto, a indugdo da senescéncia
também é mediada pela indugdo do dano ao DNA, com contribuicdo da p21.
Contudo, essa ativagcado é mediada via p38 MAPK, que controla a ativagao da p16
bem como a p53 e, consequentemente, a expressao da p21. Ainda, a ativagcao de
p53 pode ocorrer por modulagdo de outras vias reguladoras da senescéncia
(Kuilman et al., 2010).

Assim como na senescéncia replicativa, a senescéncia induzida por dano ao
DNA também ¢é dependente de p53. A sinalizacido disparada por diferentes

agentes indutores, principalmente aqueles que induzem a quebra dupla da fita,
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envolve principalmente o eixo ATM-p53-p21 da via da DDR (Childs et al., 2016).
De fato, p53 tem papel central na decisdo do desfecho celular a partir de dano ao
DNA, afetando diretamente a duragao da parada no ciclo celular e a entrada ou
nao em senescéncia celular. Aléem destes, ha também a sinalizagcdo para a
ativacdo da p16, a qual inibe o complexo ciclina-CDK de fase G1 e,
consequentemente, a fosforilagdo da proteina Rb. Dessa forma, a via p16-pRb
serve como uma segunda barreira na prevengao do crescimento dessas células

que estao danificadas (Campisi & Fagagna, 2007; Hirose et al., 2001).

Senescéncia induzida por oncogenes (OIS): Esse fenbmeno foi primeiramente
observado quando o oncogene RAS estava expresso em fibroblastos humanos e
€ caracterizado pela inducdo de senescéncia através da superexpressao
oncogénica. Essa caracteristica nao é exclusiva de RAS. Outros membros da via
de sinalizacdo de RAS ( RAF, MEK, MOS e BRAF), também possuem capacidade
de induzir a senescéncia quando superexpressas ou expressas de forma
oncogénica (Campisi & Fagagna, 2007). Parece bastante surpreendente o fato de
que OIS desempenha uma fungao de supressao tumoral, uma vez que esses séo
genes que promovem a proliferagdo celular. No entanto, a superexpresséo
oncogénica induz a sinalizagdo da DDR, justamente como consequéncia ao
estresse gerado pela replicagdo aberrante do DNA e ROS (Muhoz-Espin &
Serrano, 2014). OIS ocorre durante o estagio inicial do desenvolvimento do
cancer, € restrito as células oncogénicas estressadas e mantém o tumor num

estado pré-maligno ndo agressivo (Collado & Serrano, 2006).

Senescéncia induzida pela perda de PTEN (PICS): A perda de PTEN, gene
supressor tumoral, leva a um aumento de PIP3 e consequente ativagao de Akt e
outras proteinas. PICS difere-se de OIS basicamente pelo fato de ocorrer mesmo
na presencga de inibidores de ATM ou bloqueadores da fase S do ciclo celular e,

portanto, ndo envolve a via da DDR (Vargas et al., 2012).
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1.3.3 Senescéncia e Cancer

A senescéncia além de ser um mecanismo normal do desenvolvimento
também esta associada a diversos processos patoldgicos incluindo cancer. O
efeito da senescéncia em diferentes patologias pode ser benéfico, como no caso
da maioria das fibroses, aterosclerose e hipertensdo pulmonar, porém, pode
também apresentar um perfil prejudicial, como descrito em casos de fibrose
pulmonar, diabetes do tipo Il, sarcopenia, entre outros (Mufioz-Espin & Serrano,
2014).

No céncer, os efeitos da senescéncia sdo considerados benéficos em um
contexto geral, uma vez que a célula tumor é induzida a parar irreversivelmente
sua proliferagao; entretanto, € importante destacar que a senescéncia, quando
induzida, participa de 4 diferentes processos: Supressdo tumoral, progressao
tumoral, reparo tecidual e envelhecimento. Como descrito anteriormente, o
aumento de células senescentes no estagio inicial do desenvolvimento do cancer
mantém as células num estado pré-maligno ndo agressivo, estabelecendo uma
funcdo de supressao tumoral (Collado & Serrano, 2006). Células que senescem
pos indugdo de dano podem ser removidas por células do sistema imune, parte
pelo reconhecimento direto de células senescentes por células T helper, mas
também pelo recrutamento de células fagociticas inflamatdrias atraidas pelos
fatores do SASP. Entretanto, a senescéncia disparada por indutores de dano ao
DNA em um regime de quimioterapia ciclico, pode também promover a doenga
pelos componentes do proprio SASP, que inclui fatores de crescimento, fatores
indutores da transformagédo celular, moderadores do sistema imunoldogico no
sentido de suprimir as defesas anti-tumorais, entre outros (Muhoz-Espin &
Serrano, 2014).

Por fim, esse papel da senescénia em suprimir o avango de celular pré-
malignas levou a idéia de que terapias pro-senescentes poderiam ser uma
alternativa ou até mesmo um complemento a alguns tratamentos anti-cancer. De
fato, embora ndo sejam consideradas terapias que induzem diretamente a

senescéncia, compostos considerados “pré-senescentes”, como inibidores de
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CDKs e ativadores da p53 ja mostraram resultados bastante promissores (Acosta
& Gil, 2014).
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2 Objetivo

2.1 Geral:

Avaliar a participagao da proteina ATR na autofagia e senescéncia em células de

Glioblastoma em resposta a Temozolomida.

2.2 Especificos:

Avaliar, em células de glioblastoma U87-WT tratadas com inibidor farmacoldgico
de ATR e células U87 silenciadas para a proteina ATR (shATR):

* O perfil do ciclo celular;
« Aiinducao de autofagia e fluxo autofagico;

« Aiindugao de Senescéncia e alteragbes na morfologia nuclear.
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3 Artigo Cientifico

Nesse capitulo sera apresentado o artigo cientifico resultante do trabalho
“‘Evaluation of the role of ATR protein in the induction of autophagy and
senescence by Temozolomide in Glioblastoma cells” desenvolvido durante o
periodo do mestrado. Esse artigo sera submetido ao peridédico “Plos One” e a
discusséo sera feita com base nas figuras aqui apresentadas.
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Abstract

Autophagy is a catabolic process whereby dysfunctional proteins and organelles
are engulfed and targeted to lysosomes for degradation and recycled back to the
cell while Senescence is the process by which cells stop dividing and enter a state
of growth arrest. Both processes, autophagy and senescence, can be induced by
DNA damage including Temozolomide (TMZ), an alkylating agent, used as the
therapy of choice in glioblastoma that drives DNA damage. Lesions produced by
TMZ activate the DNA damage response (DDR), which can induce both autophagy
and senescence besides cell death. Given the importance of these mechanisms in
cell therapy and resistance, this work aims to evaluate the role of Ataxia
telangiectasia and Rad3 related (ATR) kinase, a key regulator of the DDR on the
response of glioblastoma cells to TMZ, focusing on the mechanisms of autophagy
and senescence. More specifically, we aim to analyse whether the ATR signalling
plays a role in the activation of both autophagy and senescence in response to
TMZ as well as to evaluate whether the cell cycle distribution or cellular growth is
altered in the absence of the ATR kinase. We inhibited ATR both
pharmacologically (using VE-821) and genetically by stable gene knockdown
using lentiviral vectors in U87 glioblastoma cells. Wild type cells treated with
VE-821 in combination with TMZ did not alter the autophagic or senescence status
in comparison with the cells treated with TMZ alone. Similarly, the knockDown of
ATR also did not alter these mechanisms. However, we found an accumulation of
the SQSTM1/p62 protein, a selective autophagy substrate, in both ATR shRNA
cells and VE-821 treated cells. In conclusion, ATR doesn't seem to play a direct

role in the Autophagy and Senescence induced by TMZ.
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Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive tumor of the Central Nervous
System and is usually treated by surgical resection followed by radiotherapy and
chemotherapy with Temozolomide (TMZ). TMZ is an imidazotetrazin-class
alkylating agent whose cytotoxicity leads to the formation of O8-methylguanine
(O6MeG) in DNA which mismatches with thymine during replication (1). These
events trigger futile cycles of the mismatch repair system, resulting in DNA double
strand breaks (DSBs) that are produced from the lesions formed during the
erroneous repair process (2). This was described as leading to several cellular
outcomes including apoptosis, senescence, autophagy and mitotic catastrophe.
While GBM is known to be intrinsically resistant to apoptosis, both senescence
and autophagy can be induced by treatment with TMZ and can play either

cytoprotective or cytotoxic functions (3,4).

Autophagy is a catabolic process that is hallmarked by the production of a
double membrane vesicle, the autophagosome, that engulf dysfunctional cellular
components for degradation through the lysosomal machinery (5). Under stressful
situations autophagy is upregulated in order to provide cells an appropriate
environment by maintaining its homeostasis and ensuring cell growth. In this
sense, constitutive autophagy can act as a housekeeper mechanism protecting
cells from malignant transformation by contributing to the quality control of cellular
components. However, in established tumours, autophagy may function as a pro
survival pathway in response to a variety of stresses such as hipoxia, nutrient
deprivation and chemotherapy (6). In GBM cell lines, autophagy-induced by TMZ
has been reported to provide treatment resistance, therefore, playing a
cytoprotective function by suppressing the antitumor effect of TMZ (7). In addition,
high levels of autophagy may allow cells to enter in senescence in response to
TMZ, while cells with low levels of autophagy have a higher chance of dying from

apoptosis (8).



43

Cellular senescence (CS) is characterised by a state of irreversible growth
arrest on cells. CS can occur physiologically due to cellular ageing, by the
telomere shortening, as the so called replicative senescence (9). However, unlike
normal cells, cancer cells possess an indefinite capacity to proliferate and so,
inducing senescence may contribute against cancer progression. In fact,
senescence can be induced prematurely by a variety of stressors, including
chemotherapy with TMZ (7).

Both processes, autophagy and senescence, may be driven by a mechanism of
response to DNA damage, the so called DNA damage response (DDR). Actually,
beyond the fact that DDR plays a key role in inducing most types of induced
senescence, its been already described that TMZ produces cell cycle arrest at G2/
M through activation of the key DDR regulators (3). This response underlies the
organismal ability to sense and signal problems in its DNA, to arrest cell cycle
progression, activate appropriate DNA repair mechanisms and eliminate cells with
unrepairable genomes (10, 11). Within this pathway and upon DNA damage, ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) and ATR (ataxia-telangiectasia mutated and Rad3-
related) are the most upstream kinases and signal for the activation of
downstream Chk1/Chk2-p53, which ultimately lead to the inhibition of cyclin-CDK
complexes in both G1 or G2 checkpoints. The cell cycle arrest allow cells to
recover from the damage and avoid cellular senescence and other cellular

outcomes acting as a pro survival mechanism (10, 11).

Given the importance of the DDR, senescence and autophagy crosstalk within
cancer, the present study was conducted to determine the role of ATR in GBM
cells in response to treatment with TMZ, focusing in the induction of autophagy

and senescence.
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Results
1.Cell cycle arrest at G2/M induced by TMZ is not altered by ATR activity

Previous studies from our group showed that TMZ induces the activation of DDR
pathways and cell cycle arrest at G2/M in GBM cells (3,8). In order to evaluate the
role of ATR in the cell cycle distribution along with TMZ treatment, we inhibited
ATR pharmacologically and also knocked down ATR in U87 glioma cells (Figure
1A). To this, cells were treated with TMZ 100uM for 3h, then kept in TMZ- free
medium (Figure 1B) or TMZ-free medium with VE-821 (Figure 1C). As expected,
TMZ lead to a robust accumulation of cells in G2/M after 3 days. The inhibition of
ATR using VE-821 did not alter the cell cycle distribution in response to TMZ
(Figure 1D). shATR cells treated with TMZ induced an arrest at G2/M but not in
greater extent than the shCTR ones (Figure 1E). Altogether these results suggest
that ATR doesn’t play role in inducing cell cycle arrest after DNA damaged cause

by TMZ at given concentrations.
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Figure 1: Cell cycle arrest at G2/M induced by TMZ is not altered by ATR activity.
(A) Western Blot of ATR in U87-WT cells, scrambled shRNA control (shCTR) and shRNA
of ATR. Numbers indicate the band intensity in relation to control. LC- Loading Control;
(B)Schematics of the experimental design of shATR cells treated with TMZ [100uM];
(C)Schematics of the experimental design of U87-WT cells exposed to the ATR inhibitor
VE-821 at [260nM] prior to TMZ [100uM] treatment; (D)Cell cycle distribution of U87-WT
cells treated with TMZ [100uM] and VE-821 [260nM] followed by 3 days in TMZ- free
medium; (E)Cell cycle distribution of shATR cells treated with TMZ [100uM] followed by
3 days in TMZ-free medium.

2. TMZ-induced senescence is not affected by the pharmacological or

genetic suppression of ATR

As senescent cells are morphologically characterised by a drastic increase in
nuclear size, we used the Nuclear Morphometric Analysis (NMA) tool to screen
cells for senescence induction (12). Through NMA, nuclei were separated into four
categories: Normal (N), Large and Regular (LR), Large and Irregular (LI) and
Irregular (I). Senescence induction on U87 cells was assessed by the percentage
of LR nuclei 3, 5 and 7 days after treatment. TMZ increased the percentage of
U87-WT cells with LR nuclei to around 60% on the three time points in relation to
untreated cells, in which we found around 10% of cells with LR nuclei. However,
the inhibition of ATR using VE-821 did not alter this percentage, suggesting that
ATR is not directly involved in the induction of senescence by TMZ (Figure 2A). To
corroborate theses data, we next tested induction of senescence in U87 shATR
cells exposed to TMZ and the results obtained in this model corroborate with the
ones obtained using the pharmacological inhibition of ATR (Figure 2B). Next, to
assess the role of ATR in the response to TMZ considering the proliferation
capacity of the population of cells, we performed a Cumulative Population
Doubling assay (CPD). As expected, we found that TMZ suppressed cell growth
from day 3 onward. However, the pharmacological inhibition of ATR using VE-821
did not alter this scenario (Figure 2C) nor did shATR cells (Figure 2D).
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Figure 2: ATR is not involved in the suppression of cell growth and senescence induction by
TMZ . U87 WT cells were treated with VE-821 at [260nM] 1h prior to treatment with TMZ at [100uM] for
3h. TMZ was removed and cells were kept in medium with VE-821 while shATR cells were treated with
TMZ only. DAPI-stained nuclei were analysed for area regularity (through the Nuclear Irregularity Index,
NII) using the NMA tool at given time points. (N) represents normal nuclei; (LR) large and regular nuclei;
(LI) large and irregular nuclei and (1) irregular nuclei. LR nuclei resemble to senescence induction; (A)
Percentage of each nuclear type at given time points acquired from the NMA results from U87-WT; UT-
Untreated; (B) Percentage of each nuclear type at given time points acquired from the NMA results from
shATR cells. First two sets of each day are representative of untreated cells while the last two are TMZ
treated cells; (C) Cumulative Population Doubling (CPD) of U87-WT cells that were exposed to
treatment with TMZ, VE-821 or co-treatment. UT- Untreated; (D) Cumulative Population Doubling (CPD)
of shATR cells that were exposed to treatment with TMZ. Statistical analysis was performed using 2-way
ANOVA followed by Tukey’s test and bars are representative of mean + s.e.m.
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3. TMZ increases levels of autophagy and VE-821 treatment leads to an

accumulation of SQSTM1 protein

Since TMZ induces autophagy in GBM cells and this mechanism may be central
to define the cell fate (8), we next tested for the role of ATR in TMZ-induced
autophagy. In order to do that, we used Acridine Orange (AO), a dye that
fluoresces in two ranges, green and red. AO fluoresces green in the cytosol and
nucleus; it becomes protonated when in acidic compartments (such as the
lysosomes or autolysossomes) and emits in the red range (13). We measured
autophagy by analysing the red-to-green fluorescence intensity ratio (R/Gfir) in
U87-WT cells at given time points (Figure 3A). TMZ induced autophagy peaking
from day 5 ahead, which was confirmed by western blot for LC3-l/ll and the
inhibition of ATR did not alter the increase of AO induced by TMZ (Figure 3B).
However, the inhibition of ATR decreased the intensity of LC3-ll and increased
SQSTM1, suggesting a suppression of TMZ-induced autophagy (Figure 3C). We
also analysed the role of ATR in TMZ-induced autophagy through U87 cells
KnockDown (KD) for ATR. Corroborating with the data obtained by the
pharmacological inhibition, the KD of ATR also did not alter the increase of AO
staining induced by TMZ (Figure 3D). Altogether, these results indicate that ATR is
not directly involved in the autophagy induced by TMZ in GBM cells.
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Figure 3: TMZ increases levels of autophagy and VE-821 treatment leads to an accumulation of
SQSTM1 protein. U87-WT cells were treated with VE-821 at [260nM] one hour prior to treatment with TMZ at
[100uM] for 3hours while U87-shATR cells were treated with TMZ only. (A) Autophagy levels measured in
U87-WT cells by Red-to-Green Fluorescence intensity Ratio (R/Gfir) at given time points. UT- Untreated; (B)
Average of all R/Gfir events on days 3,5 and 7 of U87-WT cells; (C) Western Blots of SQSTM1 and LC3-l/Il in
U87-WT cells 3 days after the indicated treatment. LC - Loading Control; (D) Average of all R/Gfir events on
days 3,5 and 7 of U87-shATR cells. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA followed by

Tukey’s test and bars are representative of mean = s.e.m.
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4. SQSTM1 nucleocytoplasmic shuttling is not dependent of ATR activity

Despite not altering TMZ-induced autophagy we interestingly found that the
pharmacological inhibition of ATR as well as its KD increased levels of SQSTM1
(Figure 4A). Then, we hypothesised that it's accumulation was a result of ATR not
been able to mediate the SQSTM1 shuttling from the nucleus to the cytoplasm.
Indeed, SQSTM1 localisation is predominantly cytosolic (14). Since we proposed
that SQSTM1 could be accumulated in the nucleus by the lack of ATR activity, we
performed immunocytochemical analysis against SQSTM1 on U87-shATR, shCTR
and WT cells that have not been subjected to any treatment (Figure 4B). Through
the analysis of 100 cells from each group by confocal microscopy, the number of
nuclear foci was counted. We also counted the number of cells that had no nuclear
foci formation and U87-shATR cells had twice as many cells without any foci

formation if compared with U87-WT cells (Figure 4C).
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4: SQSTM1 nucleocytoplasmic shuttling is not dependent of ATR activity. (A) U87-
WT cells were treated with VE-821 at [260nM] one hour prior to treatment with TMZ at
[100uM] for 3 hours while U87-shATR and shCTR cells were treated with TMZ only.
Western Blot analysis for SQSTM1 and LC3-l/ll was performed 3 days after treatment.
LC- Loading Control; (B) Confocal microscopy of U87-WT, shATR and shCTR non-treated
cells. Cells were grown in coverslips, permeabilised with Triton X-100, fixed and
immunofluorescently stained for SQSTM1 (green) and nuclei (blue). All pictures are
representative of distinct areas; (C) Counts for foci formation of U87-WT, shATR and
shCTR cells. The number of foci were counted using Image J software through Z stack.
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Discussion

Temozolomide (TMZ) is the most common drug to treat patients with
glioblastoma. It is well known that its anticancer activity relies on the formation of
DNA adducts that trigger apoptosis, senescence and autophagy. Indeed, TMZ has
been shown to induce the DNA damage response (DDR), which rests on the
activation of key DDR protein kinases and its downstream targets which in turn
signal for the activation of such processes (3). However, active DDR signalling is

known to contribute to the resistance of GBM cells to treatment with TMZ (15).

Here, we addressed the question of the contribution of the ATR kinase activity in
the response to TMZ, as well as its impact on cellular fate. First, we observed that
acute DNA damage, induced by TMZ, leads to cell cycle arrest at G2/M phase
followed by senescence induction from day 3 onward. These results corroborated
with the ones previously reported by our own group (8). The pharmacological
inhibition of ATR with VE-821 didn’t seem to sensitise cells to treatment with TMZ
nor interfered in the cell cycle arrest. Also, given that DDR signalling plays an
important role in induced senescence, we supposed that inhibiting ATR would alter
the senescence scenario, however, the inhibition of ATR with VE-821 didn't seem
to change the senescence status. These data was supported by the results
obtained from cells KD for ATR. In contrast to the link between DDR and
senescence, the role of DDR in autophagy relies mostly in information of the ATM
and p53 activity, and so, we set to evaluate if the signal from DDR passes through
ATR to activate autophagy. TMZ increased levels of autophagy peaking from day 5
onwards, however, co-treating cells with TMZ and VE-821 did not alter the
autophagic status in relation to TMZ alone. Within this context, our most surprising
finding was the accumulation of SQSTM1 in any case where cells were treated
with VE-821 as well as in non-treated shATR cells. SQSTM1 is a selective
autophagy substrate commonly used as an autophagy marker, degraded by the
end of the process and generally considered to be a cytosolic protein (14).
Inhibition of autophagy correlates with increased levels of SQSTM1 while
decrease levels are associated with autophagy activation (16). Given that
SQSTM1 levels should be lower rather than increased, as it was shown in our
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data, we hypothesised that its accumulation was due to ATR, when inhibited or
absent, not been able to mediate its shuttling from the nucleus to the cytoplasm. In
fact, nothing has been previously reported on the possible link between ATR and
SQSTM1. Following its accumulation upon VE-821 treatment as well as in shATR
cells, we immunofluorescently stained SQSTM1 and evaluated SQSTM1 nuclear
foci formation in non-treated shATR, shCTR and U87-WT cells. Surprisingly,
SQSTM1 nuclear foci formation was more abundant in U87-WT cells. Thus, even
though SQSTM1 accumulation seem to be due the lack of ATR activity, its been

shown that is not due to its accumulation within the nuclei.

Altogether, these data suggest that ATR alone is not essencial for the activation
of senescence or autophagy induced by TMZ, nor has the power to interfere within
the cell cycle arrest. However, TMZ is an alkylating agent that modifies DNA bases
and does not induce DSBs directly (15). Thus, ATR may be the primary kinase
activated by O6-MeG adduct while ATM is activated afterwards without being
required for the initial recognition of stalled replication forks, which arise after
initiation of O6-MeG-induced futie MMR cycles. Given that autophagy and
senescence are both induced from the third day of TMZ treatment, the activation of

ATR kinase, may be happening before the induction of such processes.

Previous studies have reported that ATR plays a role in sensitising cells not only
to TMZ but other drugs like cisplatin, and the use of pharmacological inhibitors
such as VE-821 could benefit patients to therapy. However, the concentrations in
which the pharmacological inhibitor was used alone or combined to other drugs
was too high, ranging from 0.1 to 5uM, and showing cytotoxic effects when the
concentration was kept higher than 1uM (17,18). Given that DDR signalling is
made of a complex of hundreds of proteins, using such high concentrations of the
ATR inhibitor could be inhibiting not only ATR but other kinases which may function

to interfere on cellular fate.

In conclusion, our study showed that inhibiting ATR with VE-821 or silencing ATR
in GBM cells doesn’t have an impact on autophagy, senescence or cell cycle

distribution. Our most intriguing finding is that ATR interferes in the levels of
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SQSTM1 protein, which was until now, directly related to autophagy. However, the

reason for this accumulation is still to be clarified.
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Materials and Methods
Antibodies and Reagents

Anti-LC3 (3868) and anti-SQSTM1/p62 (5114) were purchased from Cell signalling
Technology and anti-ATR (sc-1887) was purchased from Santa Cruz
Biotechnology. Temozolomide (TMZ) and the fluorescent dye Acridine Orange
(AO) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and
VE-821 was purchased from Calbiochem (San Diego,CA,USA). TMZ and VE-821
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Acros Organics, NJ,USA) and AO
was dissolved in water. All culture materials were obtained from Gibco
Laboratories (Grand Island, NY, USA).

Cell culture and treatments

U87 cell line was obtained from American Tissue Culture Collection (ATCC). Cells
were cultured in DMEM low glucose medium supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and maintained incubated at 37°C and 5% CO.. Cells were treated
with TMZ [100uM] for 3h and VE-821 [130nM] was added to medium an hour prior
to TMZ and kept within the medium along the treatment. After treatment, cells were
cultured in TMZ-free medium. Analysis of autophagy and senescence was
performed 3,5 and 7 days after the treatment and cell cycle distribution and

western blot analysis were performed 3 days after treatment.
Generation of stable cell line

ATR gene was KD by transduction of U87 cells with lentiviral vectors produced
with shRNA bacterial glycerol SHCLNG-NM_001184, from the Mission RNA. library
from Sigma-Aldrich. Non-target (pLKO.1-puro) sequence was used as control.

Cells were selected with puromycin (4ug/ml) to generate stable pools of cells.
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Cell Cycle

For cell cycle distribution analysis, cells were plated at 3 x 104 cells per well in a
12-wells plate, followed by treatments as indicated. Cells were kept in medium,
harvested and fixed in ice-cold ethanol 70%, 3 days after treatment for 2 hours.
Fixed cells were washed with PBS and marked with Propidium lodide (50ug/ml),
0.1% Triton X-100 and 50ug/ml RNAse for 20 minutes, in the dark, at room
temperature. Data aqcquisition and analysis were performed through flow cytometry
using GUAVA EasyCyte (Milipore Corporation, Billerica, MA, USA).

Wetern blot

Analysis of protein expression was performed on day 3 after treatment. Cells were
lysed, protein concentration was taken by QuantiPro BCA assay Kit. 20ug of protein
extracts were separated on SDS-PAGE, followed by electrotransfer to a PVDF
membrane (Millipore, IPVH00010). Membranes were blocked with dry milk and
incubated overnight, at 4°C, with indicated primary antibodies in 1:1000 dilution.
Primary antibody were detected by secondary antibody (Cell Signalling, 7074),
1:2000 dilution for 2h, followed by ECL and X-ray films exposition (Kodak-Xmat).
When quantified, optical density of the bands was obtained through ImageJ

Software.
Cumulative Population Doublings (CPD)

For cumulative population doublings (CPD), cells were plated at 2 x 10* cells per
well in a 24-wells plate. Cells were left to attach and treated with indicated
treatments. The cell number was determined on D3, D6, D8 and D10 and the CPD
was calculated through the equation PD=[logN(t)-log(to}/log2, where N(t) is the
number of cells per well at the time of count and N(to) is the initial number of cells.

The sum of PDs was then plotted versus time in culture.
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Nuclear Morphometric Analysis (NMA)

These analysis were performed using the NMA tool. Cells were plated at 2 x 104 for
analysis on day 3, 1.5 x 10 for analysis on day 5 and 1 x 10%for analysis on day 7.
Treatments were performed as indicated and at given days cells were fixed with 3%
paraformadehyde (v/v in PBS) for 20 minutes at room temperature, and kept in PBS.
Fixed cells were marked with a solution containing 300nM DAPI and 0.1% Triton
X-100 (v/v in PBS) for 30 minutes at room temperature, followed by quantification of
the images obtained with DAPI staining using the software image Pro Plus 6.0. Data
is presented as a plot of area versus Nuclear Irregularity Index (NII), which
separates nuclei by its morphometric phenotype. The percentage of Normal,
Irreqular, Large and regular and Large and Irregular nuclei were determined as

described.
Autophagy detection by Acridine Orange (AO)

Cells were plated as described previously in NMA. Briefly, cells were trypsinized,
collected and stained with AO 2.7uM (1ug/ml) for 15 min at room temperature, in the
dark. Cells were then analysed on a GUAVA EasyCyte flow cytometer using InCyte
2.6 software. We analysed the Red/Green Fluorescence Intensity Ratio (R/Gfir) to

assess levels of autophagy on days 3, 5 and 7.

Statistical Analysis

Four independent experiments were performed for each analysis except for Cell
cycle distribution analysis and immunofluorescence which was performed only once
and CPD, performed twice. Differences between controls and cells treated with TMZ,
VE-821 or combined treatment were analysed using ANOVA followed by Tukey’s
test using Prism 6 (GraphPad Software). Bars are representative of mean £ s.e.m.
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4 Discussao

Temozolomida (TMZ) é a droga mais comum usada para tratar pacientes com
Glioblastoma (GBM) e, sabe-se que seu potencial anti-cancer esta relacionado a
capacidade da droga em formar adutos no DNA que, consequentemente,
disparam mecanismos como apoptose, senescence e autofagia. Na verdade, TMZ
induz uma resposta ao dano no DNA (DDR), que ativa as cinases ATR e ATM e
seus alvos downstream que, por essa via, podem também interferir nesses
processos. Contudo, a sinalizagdo da DDR pode contribuir para a resisténcia de
células de GBM ao tratamento de TMZ (Filippi-Chiela et al., 2013; Eich et al.,
2013).

Nesse estudo, ndés avaliamos a participacdo da cinase ATR na ativacdo dos
processos da autofagia e senescéncia, bem como sua interferéncia na

distribuicao do ciclo celular e crescimento populacional nas células de GBM.

Foi observado que dano no DNA, como consequéncia ao tratamento agudo com
TMZ, induz uma parada no ciclo celular na fase G2/M, bem como senescéncia a
partir do terceiro dia, apés o tratamento. Esse resultado, além de esperado,
corrobora com resultados prévios do nosso grupo (Filippi-Chiela et al., 2015). No
entanto, os resultados obtidos por CPD e status do ciclo celular apontam que a
inibicdo farmacologica da ATR, cinase central da DDR, com VE-821, néo
sensibilizou células ao tratamento com TMZ, tampouco alterou a distribuicdo do
ciclo. Além disso, sabendo que a sinalizagdo da DDR participa do processo de
inducéo de senescéncia, foi hipotetizado que a inibicdo da ATR alteraria o cenario
desse processo, no entanto, a inibicdo de ATR n&o interferiu no estado da
senescéncia. Como suporte a esses resultados, nas células cujo gene da ATR foi

silenciado, a ocorréncia de senescéncia nao sofreu alteragao.

Em contraste ao papel direto que a DDR possui sobre o processo de
senescéncia, dados da ligacao da DDR e autofagia ainda sdo bastante escassos
e direcionados ao papel da atividade da cinase ATM e proteina p53. Dessa forma,
avaliamos o impacto da auséncia da ATR diante desse processo. Foi observado

que o tratamento com TMZ aumentou os niveis de autofagia a partir do quinto dia
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apos o tratamento, todavia, o co-tratamento de TMZ e VE-821, ou o tratamento
dessas células somente com VE-821 ndo interferiu no status autofagico se
comparado ao tratamento de TMZ. Dentro desse contexto, nossa observagao
mais surpreendente foi que a proteina SQSTM1 apresentou niveis aumentados
em todas as situagdes em que VE-821 foi usado como tratamento, bem como em
células ndo tratadas cujo gene da ATR foi silenciado. E importante destacar que
SQSTM1 é um substrato da autofagia, comumente utilizado como marcador
desse processo e geralmente considerada uma proteina citosélica (Panvik et al.,
2010). Assim, a inibicdo da autofagia correlaciona com o aumento dos niveis da
SQSTM1 e, baixos niveis dessa proteinas, sao associados a ativagcao desse

processo (Klionsky et al., 2016).

Uma vez que nossos resultados indicaram niveis da SQSTM1 aumentados na
inibicado ou silenciamento da ATR, foi formulada a hipétese de que esses niveis
poderiam ser a consequéncia do acumulo da proteina SQSTM1 dentro do nucleo.
Nesse sentido, a proteina ATR apresentaria alguma fungdo sobre o transporte
dessa proteina do nucleo para o citoplasma. De fato, nada foi previamente
registrado sobre a relagao entre as proteinas ATR e SQSTM1. Para testar nossa
hipotese, a SQSTM1 foi marcada por imunofluorescéncia e foi analisada a
formagdo de foci nuclear em células selvagens ndo tratadas, bem como em
células silenciadas para ATR e controle (U87-WT, U87-shATR e U87-shCTR
respectivamente). Curiosamente, a formagao de foci nuclear foi mais abundante
em células U87-WT que em shATR. Assim, nossa hipotese de que o acumulo de
SQSTM1 fosse consequéncia da falta de atividade da ATR em mediar o transporte
dessa proteina do nucleo para o citoplasma foi negada, e estudos adicionais sé&o
necessarios para entender esse novo mecanismo de interagado entre essas duas

proteinas.

Esses dados em conjunto sugerem que a participagcado da ATR nao é essencial
para a ativagdo da autofagia ou da senescéncia por TMZ. Além disso,
aparentemente nao interfere na distribuicdo do ciclo celular. No entanto, TMZ é
um agente alquilante que ndo produz quebra dupla da fita do DNA diretamente
(Eich et al., 2103). Assim, a cinase ATR, ativada pela formagado do aduto O%-MeG
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por TMZ, pode estar sendo ativada rapidamente apds indugdo de dano. Dessa
forma, autofagia e senescéncia podem estar sendo induzidas mediante a ativagao
da cinase ATM que né&o é requerida para o reconhecimento inicial da parada da
forquilha de replicacdo que surge logo apds o inicio dos ciclos futeis induzidos por
MMR em condigbes de formagdo do aduto O8-MeG.

Dados da literatura sugerem que a inibigdo da DDR, via ATR, sensibiliza células
ao tratamento de TMZ e outras drogas como cisplatina, e que o uso de inibidores
farmacolégicos dessa via, pode beneficiar pacientes a terapia (Middleton et al.,
2015; Lima et al., 2016). Contudo, as concentragdes em que o inibidor VE-821 é
usado sozinho ou em combinagdo com outras drogas sao bastante altas, variando
de 0.1uM - 5uM, e seu efeito citotoxico foi observado apenas em condicdes em
que o inibidor foi usado acima da concentragao de 1uM (Middleton et al., 2015;
Lima et al., 2016). Nesse contexto, sabendo que a DDR é composta de um
complexo grande de proteinas, o uso de concentragdes elevadas desse inibidor
pode estar inibindo ndo somente a ATR mas outras cinases que também podem
interferir nos diferentes desfechos celulares pdés dano. Da mesma forma, em
virtude da complexidade da via € possivel que as proteinas que compensem a
funcdo de ATR sejam ativadas em paralelo apds a inibicdo ou silenciamento da

mesma.
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5 Conclusao

Os resultados do presente trabalham apontam que:

O tratamento agudo com TMZ induz uma parada no ciclo celular na fase G2/M

que é acompanhada pela indu¢do do processo de senescéncia;

O tratamento de células de GBM com TMZ apresentam um aumento dos niveis

da autofagia;

« O uso do inibidor da cinase ATR, VE-821, ndo é capaz de interferir no efeito
exercido pela TMZ sobre os mecanismos de autofagia, ciclo celular,

senescéncia e proliferagao celular;

A inibicdo farmacoldgica da ATR assim como o silenciamento desse gene em

células de GBM geram um acumulo pra proteina SQSTM1;

O acumulo da SQSTM1 nao é nuclear.

Em conjunto, esses dados demonstram que ATR nao parece participar no
processo de ativagao da autofagia e senescéncia, em resposta ao tratamento com
TMZ. No entanto, parece desempenhar alguma fungdo conjunta com a proteina
SQSTM1 uma vez que os dados mostram um acumulo desta proteina. Contudo, a

ligacdo entre ATR e SQSTM1 ainda ha de ser descoberta.

Embora exista uma resisténcia conferida a resposta a terapia pelas vias da
DDR, e a inibicdo desse processo é vista como potencial terapéutico promissor,
os resultados apresentados nesse estudo podem ser indicativos da capacidade
dindmica das proteinas envolvidas nessa via. Nesse contexto, o papel
desenvolvido por uma cinase especifica pode ser compensado por outras, ou,
podem também ser indicativos da falta de funcdo da ATR diante a esses

processos.
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