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Objetivos 

Nosso laboratório iniciou um estudo focado no 
efeito de contaminantes ambientais sobre a 
integridade do DNA mitocondrial (mtDNA), 
utilizando uma mistura específica contendo 16 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs). 
Esses compostos, embora possam ser 
produzidos naturalmente pela queima de 
matéria orgânica, são gerados principalmente 
pela queima de combustíveis fósseis, 
contribuindo significativamente para a poluição 
atmosférica em grandes centros urbanos, 
principalmente associados a partículas de 
material particulado. 

Neste contexto, o objetivo do projeto é avaliar o 
impacto de amostras complexas de 
contaminantes atmosféricos sobre a 
integridade do DNA mitocondrial em células 
humanas em cultura. Para atingir esse objetivo, 
propomos os seguintes objetivos específicos: 

1. Determinar se a exposição de células 
humanas em cultura à mistura 
complexa de contaminantes 
atmosféricos induz o acúmulo de 
lesões no DNA nuclear e mitocondrial; 

2. Verificar se essa exposição provoca 
alterações no número de cópias do 
DNA mitocondrial nas células expostas 

 
em comparação com as células de 
controle; 

3. Avaliar se a exposição afeta a função 
mitocondrial por meio da análise da 
bioenergética celular. 

 
 

Métodos e Procedimentos 

Amostras: Como o efeito da mistura definida 
de HPAs na formação de lesões em mtDNA 
nunca foi medido, utilizamos uma mistura 
comercial padrão (Aromatic Hydrocarbon 
Standard, Agilent #SMA-301-1), cuja 
composição química foi previamente 
determinada. Cultura celular: A linhagem 
A549, derivada de adenocarcinoma pulmonar 
humano, foi cedida pelo Prof. Dr. Carlos Menck 
(ICB, USP). As culturas foram mantidas em 
DMEM com 10% de soro fetal bovino e 1% de 
penicilina/estreptomicina, a 37°C e 5% de CO2. 
O tratamento com HPAs seguiu as densidades 
e diluições previamente estabelecidas no grupo 
(Claudio, G.A., dissertação, IQ-USP, 2023). 
Determinação de lesões em DNA: A 
frequência de lesões em DNA foi avaliada pelo 
método de long extension PCR, descrito em 
Mori et al., 2017, que analisa o bloqueio da 
polimerase em amplicons longos, com 
normalização pela amplificação de um 



 

 

 

amplicon curto. O protocolo foi adaptado de 
Kovalenko & Santos, 2009. 

 

 

Resultados 

Para determinar a frequência de lesões 
induzidas no mtDNA pelos tratamentos com 
HPAs, amplificamos um fragmento longo de 10 
kb e um fragmento curto de cerca de 120 pares 
de bases, que serve para normalizar a 
quantidade de DNA em cada reação. A 
normalização é baseada na ideia de que a 
frequência de lesões no fragmento curto é 
baixa o suficiente e, portanto, a eficiência de 
amplificação desse fragmento depende apenas 
da quantidade inicial de DNA. 

 

 

 
Figura 1: Frequência de lesões por 10 kb em 
mtDNA de células A549 expostas a diferentes 
concentrações de HPAs por 24 ou 48 hr. As 
culturas foram processadas como descrito. Os 
resultados apresentados representam a média 
+- desvio padrão de 3 replicatas biológicas, 
quantificadas em duplicata. 

 
 
 

Conclusões 

Embora os resultados obtidos até o momento 
demonstrem uma tendência no aumento de 
lesões no tratamento de 100 ng/ml da solução 
padrão de HPAs em período de exposição de 
48 horas, são necessários mais experimentos 

para alcançar uma conclusão definitiva. A 
continuidade das investigações experimentais 
será fundamental para confirmar as tendências 
observadas e assegurar a confiabilidade e 
precisão dos dados. 
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