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Avaliacao de danos em biomolélulas e tecidos de camundongos deficientes em Reparo de DNA
envelhecidos
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A via de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER) remove varias lesdes que distorcem a dupla
hélice,inclusive aquelas causadas pelas espécies reativas de oxigénio (EROs). Varias proteinas atuam na
NER incluindo CSA da subvia de reparo acoplado a transcricao (TCR) e XPC da subvia de Reparo Global do
Genoma (GGR). Pacientes com deficiéncia na TCR desenvolvem Sindrome de Cockayne e aqueles com
deficiéncia na GGR desenvolvem Xeroderma Pigmentosum. A oxidacdo de biomoléculas promovida pelas
EROs induz respostas celulares como peroxidacao lipidica que gera produtos citotéxicos (como o MDA) e a
oxidacdo do DNA que gera lesdes distorcivas. A proposta deste estudo é avaliar em tecidos de
camundongos, deficientes e proficientes em proteinas de NER, a integridade de biomoléculas e tecidos
para entender a participacao de proteinas de reparo (CSA e XPC) em mecanismos bioquimicos que possam
estar relacionados com o envelhecimento.Figados e cérebros de animais nocaute CSA, XPC e tipo
selvagem foram preparados para analises histolégicas (imersao em formol ,alcool 70%,80%,90%,absoluto
e xilol e depois conservado em parafina) e congelados.Os tecidos foram seccionados em micrétomo (6um),
corados com HE para verificar a estrutura tecidual.Em andlise em microscépio éptico verificamos que
grande parte dos tecidos teve sua estrutura preservada no preparo.Analises imunohistoquimicas e de
morte celular estdao em andamento como continuidade deste projeto.Os tecidos congelados foram
homogeinizados com tampao TKM. Parte foi separada para dosagem de proteina (Bradford XX) e o
restante para quantificacdo de MDA de acordo com o método de Tatum (Tatum et al,1990) utilizando HPLC
e com deteccao de fluorescéncia (dados em andlise). Nossos dados até o momento demostram que os
protocolos de inclusao e dosagem de lipoperoxidacao foram padronizados com sucesso 0 que nhos
permitird correlacionar os efeitos do envelhecimento e auséncia de proteina de Reparo de DNA nos tecidos
dos animais estudados.
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