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Objetivos

O DNA mitocondrial (mtDNA) codifica 13
polipeptidios que sado subunidades
essenciais de 4 complexos da
fosforilagdo oxidativa, de modo que
mutacdes neste genoma resultam no
comprometimento das funcdes
mitocondriais e no aumento da
producdo de oxidantes. Para avaliar
como a estabilidade do mtDNA afeta a
homeostase celular, esse projeto
propde gerar linhagens celulares com
diferentes niveis de mtDNA e analisar a
sensibilidade destas a um agente
oxidante, o H20..

Métodos e Procedimentos

Células Hela, mantidas em DMEM
suplementado com 10% soro fetal
bovino, 1 mM piruvato e 50 ug/mi
uridina, foram tratadas por 2 meses com
diferentes concentragdes de brometo de
etideo (EtBr), um inibidor especifico da
DNA polimerase mitocondrial, para
induzir a deplecdo de mtDNA. As
concentracdes de EtBr foram 5 ng/ml
(Bret1), 10 ng/ml (Bret2), 20 ng/ml
(Bret3) e 40 ng/ml (Bret4). Ao final dos
tratamentos, DNA total foi isolado
utilizando o kit DNEasy (Qiagen)

seguindo as instrucbes do fabricante.
Os niveis de mtDNA foram quantificados
por PCR, como descrito em Mori et al.,
2017). A sensibilidade dessas linhagens
ao estresse oxidativo foi medida pelo
ensaio de sobrevivéncia clonogénica,
com duas concentragdes de H20..
Quando indicado, as culturas foram pré-
tratadas com o inibidor de p53, PFT-q,
por 10 dias e submetidas ao mesmo
protocolo de ensaio de sobrevivéncia.

Resultados

A quantidade de mtDNA nas células
tratadas com EtBr foi avaliada pela
amplificacédo relativa de um fragmento
mitocondrial normalizado por um
fragmento nuclear (Figura 1).
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Figura 1. Medida dos niveis de mtDNA em células
Hela tratadas com concentragdes crescentes de EtBr,
como descrito em Meétodos. Os resultados
apresentados representam média + desvio da média
de 2 experimentos independentes.

As concentracgdes de 5 e 10 ng/ml ndo
induziram diminuicdo de mtDNA,
enquanto as concentracdes de 20 e 40
ng/ml causaram deplegio de cerca de
50% da quantidade de mtDNA.

As linhagens foram, entdo, avaliadas
para sensibilidade ao H202, medindo a
sobrevivéncia clonogénica de células
tratadas com 10 ou 25 uyM de H,0O,. Os
resultados, apresentados na Figura 2
mostram que todas as linhagens
apresentaram sensibilidade dependente
de dose. Na dose mais alta, as
linhagens depletadas de mtDNA
apresentaram menor sobrevivéncia.
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Figura 2. Sobrevivéncia das linhagens HeLa WT e HeLa
Rho™ apds tratamento 10 ou 25 uM de H202. Os
resultados sdo média + desvio da média de 3
experimentos independentes, em triplicata

Para verificar se o efeito da quantidade
de mtDNA sobre a sobrevivéncia
dependia de p53, as células foram
tratadas com PFT-a e a sobrevivéncia
avaliada. Os resultados, apresentados
na Figura 3, indicam que o efeito de
mtDNA sobre a sensibilidade a H20:

ndo depende da atividade de p53.
1.5+

Sobrevivéncia
-
e

e
T

0.0-
10 25

Concentragdo de Tratamento - H;0; (uM)

Bl Hela 3 Bret1 B3 Bret2 £33 Bret3 m@ Bret 4

Figura 3. Efeito de PFT sobre a sobrevivéncia de células
Hela tratadas com 10 ou 25 uM H,0,. Os resultados
sdo média #+ desvio da média de 3 experimentos
independentes, em triplicata.

Conclusao
Nossos resultados suportam a
hipétese de que a quantidade de

mtDNA modula a sobrevivéncia em
condicdes de estresse redox.
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