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Project abstract:

A mitocondria € uma organela presente na maioria dos eucariotos que atua em processos de geracdo de energia,
sendo fundamental para a homeostase celular. O DNA mitocondrial (mtDNA) codifica 37 genes, incluindo 2
RNAs ribossomicos, RNAs transportadores e 13 polipeptideos, componentes de 4 dos cinco complexos
proteicos da fosforilagdo oxidativa. Mutagdes somdticas neste genoma acumulam-se em cancer e
envelhecimento normal em mamiferos, o que mostra a importincia de manter a sua integridade. Em estudos
com diferentes organismos, constatou-se que o mtDNA apresenta taxas de mutagdes maiores que o DNA
nuclear, mas as causas e o padrao mutagénico deste fendmeno nao foram completamente elucidadas. A teoria
mitocondrial do envelhecimento propde que a proximidade entre o mtDNA e a cadeia transportadora de elétrons
deixa o genoma mitocondrial mais exposto a espécies oxidantes, e este acumularia muta¢des com o passar do
tempo, resultando em organelas disfuncionais. Neste modelo, oxidantes gerados durante o transporte de elétrons
s@o considerados os principais agentes mutagé€nicos endégenos do mtDNA. Entretanto, vérios resultados

recentes ndo encontraram o padrdo mutagénico previsto para lesdes oxidativas e ndo corroboram essa teoria. Por
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outro lado, estudos com camundongos transgénicos expressando DNA polimerase gama (Pol Y) com atividade
exonuclease deficiente (denominados mutator mice), demonstraram que os erros replicativos podem gerar
actimulo expressivo de muta¢des de ponto e delecdes no mtDNA, resultando em um fendtipo de
envelhecimento precoce e diminuicio da expectativa de vida. A importancia de Pol Y nas mutag¢des originadas
no processo replicativo foi demonstrada, porém seu papel na mutagénese induzida por lesdes ainda nao foi
investigado. Além disso, recentemente foi demonstrada a presenga de DNA polimerase beta (Pol B) na
mitocdondria, sendo provavel que atue no reparo por excisdo de bases no mtDNA. Por isso propomos investigar
a mutagénese no mtDNA induzida por lesdes e a participag¢do de Pol Y e Pol B nesse processo. O estudo serd
feito com fibroblastos primarios de camundongos C57/B16 do tipo selvagem; selvagem com expressio de Pol 3
diminuida e Pol y exonuclease deficientes (derivadas de mutator mice). As células serdo expostas a doses sub-
letais de duas genotoxinas: perdxido de hidrogénio e metil-metanosulfonato, que geram bases oxidadas e
alquiladas, respectivamente. Para cada tratamento serdo medidas: i) a formacdo de lesdes e as taxas de reparo,
utilizando Long-range qPCR ; ii) nimero de copias de mtDNA, utilizando ddPCR; iii) taxa de mutacdo,
utilizando Random Mutation Capture Assay ; iv) os tipos de mutagdo, utilizando sequenciamento automatico

método Sanger.
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Lesdes e reparo de mtDNA

Mutagenese de mtDNA
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