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O oxido nitrico (NO) é um gés produzido pelas eazrxido nitrico sintases (NOS) e
atua nos sistemas fisiologicos tanto de forma egtprh quanto téxica. A sinalizacéo pelo NO
€ responsavel pelo controle de processos tais camasodilatagdo endotelial, a ativagdo de
receptores e fatores de transcricdo nuclear, @aagimicrobiana e citotdxica das células do
sistema imune. Além disso, estudos recentes témtagm o NO como um importante
regulador da funcdo e biogénese mitocondrial. OggOser um radical livre também pode
atuar de forma tdxica nos sistemas fisiologicoavéis de suas propriedades oxidantes, e ao
reagir com o anion superoxido, gerado durante@ireggio mitocondrial, resulta na formagao
de um radical com maior poder oxidante; o peroiajt que danifica proteinas, lipideos e
acidos nucléicos.

Neste estudo avaliamos a presen¢a de anormalidade®ducéo de NO em bidpsias
de musculo esquelético de pacientes com Doencaxdditiriais, e fizemos uma correlagao
tanto com a deficiéncia e proliferacdo mitocondgalanto com o defeito molecular presente
nestas fibras. Investigamos o papel desta molégulaélulas miogénicas C2C12 de origem
murina também em relacéo a funcéo e a proliferdegdmitocondrias. Além disso, fizemos o
estudo da presenca de morte celular por apoptasasnkiopsias de pacientes e em células
cibridas contendo altas propor¢cdes de DNA mitodahdmtDNA) mutado. Analisamos a
relacdo entre células apoptoéticas, mutagdes no Wipkbliferacdo mitocondrial e atividade
da NOS.

Identificamos alteragbes compartimentalizadas deidatle da NOS nas fibras
musculares. Os resultados mostram uma maior proddedNO na regido do sarcolema
(membrana plasmatica da fibra muscular) relacionegdia a proliferacdo mitocondrial
presente nas fibras com altera¢cdes mitocondriaisivel também alteragées na producédo de
NO no sarcoplasma (citoplasma da fibra musculaljcieadas ndo somente com a
proliferacdo mitocondrial, mas também com a furgésta organela. Além disso, estudos
vitro com miotubos em cultura mostraram que os tratareextim doador de NO ou precursor
de NO resultaram em um aumento significante noecmiet mitocondrial. O tratamento com
um antagonista da NOS resultou em uma diminuicamdteudo mitocondrial.

Apesar dos tratamentos com o doador e precursdiQleesultarem em aumento do

conteudo mitocondrial, as condi¢gbes dos tratameethsziram as atividades dos complexo Il



e IV mitocondriais. Isto mostra que a inducdo dagénese mitocondrial pelo NO deve ser
muito bem regulada para evitar a toxicidade celular

O tratamento com o antagonista da NOS reduziu dedda mitocondrial, mas
aumentou a atividade do complexo IV. Este resultpdde estar relacionado com a
propriedade do NO em inibir reversivelmente a dédie deste complexo.

A andlise de apoptose mostrou que ha um pequenerdondeste tipo de morte
celular nas células cibridas e fibras de pacieotedendo delecdes no mtDNA. As fibras
apoptoticas apresentaram um pequeno aumento daadév da NOS. No entanto, os
pacientes e células com outros tipos de mutacéesapéesentaram aumento de apoptose.
Além disso, a maioria das fibras com aumento dadatie da NOS e proliferacdo de
mitocbndrias ndo apresentou nucleos apoptoéticostafo, ndo houve uma correlagédo
significante entre o indice de apoptose e a praliffso mitocondrial durante condi¢es de
aumento da sintese de NO.

A andlise integrada destes fatores: NO, apoptesgdb mitocondrial e biogénese
mitocondrial & importante, pois estudos recentesit@icado a biogénese mitocondrial como
uma possibilidade terapéutica para pacientes comengs Mitocondriais ou déficit
energético devido ao mau funcionamento mitocondA#m disso, bons resultados foram
obtidos em estudos que utilizaram um precursor Gopldra tratar pacientes com MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial com acidose lactcapisodios do tipo acidente vascular

cerebral), uma sindrome relacionada com a disfung@ondrial.



Nitric oxide (NO) is a gas produced by nitric oxidgnthases (NOS) and acts in
physiological systems both as a signaling moleeule toxic agent. NO signaling controls
physiological processes such as: endothelial viganh, nuclear transcription factors and
receptors activation, and antimicrobial and cyt@oaction in immune system cells.
Moreover, recent studies indicate NO as an imporegulator of mitochondrial biogenesis
and function. NO is a free radical, therefore ightialso act as a toxic agent in physiological
systems through its oxidant properties. In addjtibmeacts with superoxide anion, which is
produced during mitochondrial respiration, resugtin formation of peroxynitrite; a potent
oxidant that damages proteins, lipids and nucleidsa

In this study, changes in NO production were ewvaltian patients muscle biopsies
with mitochondrial diseases; and correlated with tiitochondrial deficiency, mitochondrial
proliferation, and molecular alteration presenthese fibers. The role of this molecule on
mitochondrial proliferation and function was alswestigated in the C2C12 mouse myogenic
cell line. Furthermore, apoptotic cell death wasfified in patients biopsies and in cybrid
cells containing high proportions of mutated mitmetirial DNA (mtDNA). The relationship
among apoptotic cells, mtDNA mutations, mitochoabproliferation and NOS activity was
also analysed.

Local changes in NOS activity were identified insole fibers. The results showed a
NO overproduction in sarcolemmal area (fiber meme)yavhich was related to mitochondrial
proliferation in fibers with mitochondrial alteratis. There were also changes in NO
production in sarcoplasmic area (fiber cytoplasmiclv were related not only with
mitochondrial proliferation, but also with functiom additionin vitro study with cultured
myotubes showed that treatment with NO donor or pt€cursor resulted in a significant
increase in mitochondrial content whereas treatmeith NOS antagonist resulted in
mitochondrial content decrease.

Although NO donor and precursor treatments resuitedncreased mitochondrial
content; treatments conditions resulted in lowemglex Il and IV activities; showing that
induction of mitochondrial biogenesis by NO shob&la fine regulated process to avoid toxic
effects in cells.

NOS antagonist treatment reduced mitochondrialegnbut increased complex IV

activity; which might be related with the NO propeto inhibit cytochrome oxidase.



Apoptosis analysis showed a slight increase is tigpe of cell death in patient’s
muscle fibers and cybrid cells containing mtDNAalieins. Apoptotic muscle fibers had a
mild increase in NOS activity. Nevertheless, paseand cybrids with other types of
mutations had no increase in apoptosis. Moreovesstraf fibers with higher NOS activity
and mitochondrial proliferation showed no apoptotiaclei. Therefore, no significant
correlation was found between the apoptotic indest enitochondrial proliferation during
high NO synthesis conditions.

Integrated analysis of these factors: NO, apogtosiitochondrial function and
biogenesis are important because recent studigsated mitochondrial biogenesis as a
possible therapeutic strategy for patients withezitmitochondrial diseases or mitochondrial
impairment and energetic failure. Furthermore, goeslilts were seen in studies using a NO
precursor to treat patients with MELAS (mitochoadliencephalomyopathy, lactic acidosis,

and stroke-like episodes), a syndrome related toamondrial dysfunction.
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11 Mitocondria: aspectos gerais

As mitocdndrias sd@o organelas citoplasméticas disalas eucaribticas cuja
principal fungdo é o fornecimento de energia ineligdvel para manutencdo da maioria
dos processos celulares. S&o organelas descenddatesa-proteobactérias que
desenvolveram uma relagdo endossimbidtica com izrgas eucaridticos ancestrais;
assim, carregam muitas caracteristicas de seurprogéacteriano, como a presenca de
material genético proprio, o DNA mitocondrial (mtBN (hipétese endossimbidtica)
(GRAY et al, 2001).

O mtDNA é uma molécula circular dupla fita que fmsnanos possui somente
16,569 kb. Este pequeno acido desoxirribonucldi¥A) esta presente em muitas copias
em cada mitocondria e contém 37 genes responspedas codificacdo de 22 &cidos
ribonucléicos transportadores (tRNAs), 2 RNAs rgdosicos (rRNAs) e 13 RNAs
mensageiros (MRNA) que codificam 13 proteinas ddeiearespiratoria. Portanto, a
mitocdndria possui autonomia para producéo de magemportantes para a fosforilagédo
oxidativa, no entanto, € dependente de genes meslgrra a codificacdo da grande
maioria de suas proteinas, as quais sado importamdagosol (DI MAURO; DAVIDZON,
2005).

Estruturalmente a mitocéndria é formada por uma bmana externa, uma
membrana interna, um espago entre as membranasa enatriz mitocondrial delimitada
pela membrana interna (COOPER, 2002) (Figura 1).
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Figura 1-Fotomicrografia eletrénica de duas mitoc6drias. Cristas (cristae), matriz (matrix),
membrana mitocondrial externa (outer mitochondriambrane), e membrana mitocondrial interna
(inner mitochondrial membrane). Reproduzido de @kfiondrial dysfunction in Parkinson's
Disease, KEANE, et al., 2011, 716871, 2011] comeanmjssao délracy Davey, EM Research
Services, Newcastle University, anexo 1.

O fornecimento de energia celular ocorre princigaitea através da fosforilagéo
oxidativa, processo da cadeia respiratoria querecoas cristas mitocondriais. Neste
processo moléculas redutoras (ex. nicotinamidaiadetinucleotideo reduzido - NADH,
flavina adenina dinucleotideo reduzido - FADpiHoam elétrons que passam por uma série
de carreadores ao longo da cadeia respiratéridC@anzima Q10, citocrone) até chegar
ao aceptor final, o oxigénio @) que é reduzido formando agua (COOPER, 2002).

A cadeia respiratéria € formada por cinco complegoséicos: o complexo |
(NADH-coenzima Q oxidorredutase) que cataliza adagiio de NADH e reducédo da
coenzima Q10 na sua forma oxidada (ubiquinona)yraptexo Il (succinato-ubiquinona
oxidorredutase) que cataliza a oxidagédo de succmditimarato e a reducdo da coenzima
Q10 oxidada; o complexo Il (ubiquinona-citocrommxidorredutase) catalizador da
oxidac&o da coenzima Q10 na sua forma reduzidgyunal) e a redugcéo do citocronap
e 0 complexo IV (citocroma-oxidase ou COX) catalizador da oxidagéo do citmcro e
da reducao de Qresultando na formacéo de agua. A transferéreidétrons pela cadeia
respiratéria libera energia que € utilizada parantbear prétons (H da matriz
mitocondrial para o espaco intermembrana, criamd@radiente eletroquimico através da

7

membrana interna. A energia potencial armazenadde ngradiente é captada pelo
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complexo V (ATP sintase), que acopla a sinteseifbsfato de adenosina (ATP) com o
retorno, energeticamente favoravel, dos prétons @amatriz mitocondrial (ROTIG, 2010)
(Figura 2).

Dentre os cinco complexos protéicos somente o auoplll é totalmente
codificado pelo genoma nuclear, os demais complegagm proteinas codificadas tanto
pelo genoma nuclear quanto pelo mitocondrial (RQR@.0) (Figura 2).

Complex | Complex I Complex Il Complex IV Complex V

Succinate Fumarate
NADH NAD*

ND2 ND5
A

D Jl
COllk g S nND3
ATPase  COM

Figura 2-Representac@o esquemética da cadeia respibria e do mtDNA humano. Superior:
complexos da cadeia respiratéria. As subunidadedificadas pela mitocondria e aquelas
codificadas pelo nucleo estéo representadas ens ciifierentes: subunidades do complexo | =

azul; subunidades do complexo Il = verde; subwtedado complexo IV = vermelho; subunidades
do complexo V = amarelo. Pi = fosfato inorganicgt € = citocromoc; CoQ = Coenzima Q.
Complexo 1, II, I, IV e V (Complex I, II, lll, IV and V), Succinate (Succinato), Fumarate

(Fumarato). Inferior: mtDNA. Genes que codificanotpfnas mitocondriais: genes do complexo |
= azul; genes do complexo lll, citocromo b = vergenes do complexo IV = vermelho; genes do
complexo V = amarelo. Genes que codificam RNAsegate tRNAs = cinza; genes de rRNAs =
lilds. Cyt b = citocromo b; COIl = complexo I; COH complexo Il; COIlll = complexo lllI.
Reproduzido de [Mitochondrial disorders, ZEVIANI] DONATO, 127, 2153-2172, 2004] com a
permissdo de Oxford University Press, anexo 2.
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O ATP é um nucleotideo que armazena energia em Kgegdes quimicas
(ligagBes entre os fosfatos) e pode ser utilizazla pélula como fonte de energia imediata
(BERDANIER, 2005).

Outros processos mitocondriais também contribuera pasuprimento energético
celular como a: oxidagdo de &cidos graxos, o doddcido citrico (Ciclo de Krebs) e a
gliconeogénese. As mitocOndrias sdo responsaveda gpor sintetizar uréia, produzir
radicais livres e mediar morte celular por apop{@®€RDANIER, 2005).

A sintese da uréia ocorre através do ciclo da ,umdaa reduzir o acumulo
potencialmente toxico de grupamentos aménia que refmvidos dos aminoacidos
(BERDANIER, 2005).

Os radicais livres (espécies reativas de oxigénROS e espécies reativas de
nitrogénio) produzidos na mitocondria atuam tardgoregulagédo do metabolismo celular
(ativacdo de receptores e fatores de transcricéleam) acdo antimicrobiana e citotoxica
das células do sistema imune e regulagdo de efpreg8nica) quanto no estresse
oxidativo e/ou nitrosativo responsével pela les&o tecidos. Além disso, a propria
mitocdndria possui mecanismos de detoxificacdoedesadicais atraves das superdxido
dismutases e catalase. Radicais livres sdo subipthevitaveis da fosforilagdo oxidativa
(MURPHY, 2009). Em condi¢Bes normais, os niveisra#icais livres sdo baixos, mas
podem gerar patologias se ndo forem removidos psistemas de detoxificacédo
mitocondriais. Caso os niveis de radicais ultragrasa capacidade destes sistemas, o dano
oxidativo ocorre em proteinas, lipideos e DNA, ¢itwisdo o estresse oxidativo
(MURPHY, 2009).

A apoptose ou a morte celular programada € um psocaltamente regulado que
ocorre nas células de mamiferos em condi¢cdes datds, por exemplo, durante a
morfogénese nos periodos embrionério e fetal earaitencdo da homeostase nos tecidos
adultos. A apoptose também ocorre em condigbeslggatas como em neoplasias,
doencas autoimunes e neurodegenerativas. A mitaedexerce um papel importante no
desencadeamento e amplificagdo de eventos apastoBcoteinas pré apoptoticas como:
citocromoc, fator indutor de apoptose (AlF), endonucleaseéS@®ac/Diablo e Htr/Omi,
estdo presentes no espaco intermembrana mitocbr@uando liberadas para o citosol,
estas proteinas ativam a cascata de proteaseageapmduzindo a fragmentacdo do DNA

nuclear e a apoptose na célula (GEWES, 2003).
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1.2 Doencgas Mitocondriais

As Doencas Mitocondriais sdo causadas por musagdeDNA mitocondrial ou
nuclear que resultam em disfun¢cdo mitocondriald®wo mau funcionamento na cadeia
respiratéria (DI MAURO, 2006).

As primeiras Doengas Mitocondriais foram descrpias Kearns e Sayre (1958),
mais tarde por Ernester et al. (1959) e por Lutile(1962) (Doenga de Luft), sendo que
somente na década de 70 é que outras Doengas Mirigis comegaram a ser descritas.
Em 1988, foram descritas as primeiras mutagdesepies no mtDNA associadas a
doengas em humanads@LT, et al, 1988; WALLACE et al 1988).

O conhecimento de que a mitocondria possui seuripr@NA é antigo (NASS;
NASS, 1963), no entanto, a caracterizagdo comgketsequéncia nucleotidica do mtDNA
humano s6 foi desvendada em 1981 por Anderson.dEsth descoberta tornou possivel
fazer a ligagé@o entre as alteracdes bioquimicastesais e histopatoldgicas das Doencas
Mitocondriais, até entdao descritas, com varias qiiga do mtDNA. E em 1992, Bourgeois
et al detectou a primeira mutacdo nuclear causadorantge mitocondriopatia. Desde
entdo, muitas mutagbes patogénicas tém sido mapemdantDNA e no DNA nuclear
(FINSTERER, 2004).

Estudos epidemioldgicos feitos nos ultimos anosdénfirmado a nocdo de que as
Doengas Mitocondriais estdo entre as doencas gasétnais comuns (Tabela 1).
Baseando-se nos dados disponiveis, estima-se quevaléncia de todas as Doencas
Mitocondriais seja de 11.5:100.000 (~1:8.500) (CNERY, 2010).



30

Tabela 1Prevaléncia de Doencas Mitocondriais.

Prevaléncia da
Populagdo do Estudo Mutacéo ou Doencga Doenga/100.000
(95%I.C.)*
Todas as dele¢ées no mtD 1.3%(0.7€-1.89
Todas as mutagdes pontuais nog , 2 (4.12-6.37)

Nordeste da Inglaterra

. mMtDNA
Prevaléncia em Agosto de 1997 M.11778G>A, m.3460G>A
Tamanho (LHON) 3.29(2.39-4.18)
populacional=2.122.290 M.3243A>C 0.95%(0.47-1.43]
(CHINNERY et al, 2000) m. 8344A>G 0.25(0.01-0.5)

Todas a mutacdes em mtDN  6.57° (5.3(-7.83

Nordeste da Finlandia
Prevaléncia em Adultos
Tamanho m.3243A>G 5.71 (4.53-6.89)
populacional=245.201
(MAJAMAA et al., 1998)
Oeste da Suécia
Criangas menores de 16 anos =Encefalomiopatia mitocondrial

385.616 infanti 4.7(287.6)
(DARIN et a., 2001
Victoria, Australia
Prevaléncia ao nascimento  Doencas da cadeia respiratoria 4.7 (3.2-5.0)
1.710.000 nascimentos infantil ' B
(SKLADAL et a., 2003
Sintese Adultos e criangas com 115

DoencasMitocondriais

Fonte: CHINNERY, 2010
(1) I.C.=intervalo de confianca;
(2) Prevaléncia de Doengas Mitocondriais baseada etoachfetados (entre 16 e 65 anos
para homens e 16 e 60 anos para mulheres);
(3) Prevaléncia das mutacdes em mtDNA baseada em tsdowlividuos até 65 anos para
homens e 60 para mulheres;
(4) Prevaléncia em janeiro de 1999;
(5) Prevaléncia ao nascimento medida entre 1987 e 1996.

Assim, o interesse no estudo mitocondrial s6 teesaido nas uUltimas décadas.
Inicialmente pensava-se que as doencgas envolvestd@mganela eram raras, no entanto, a
medida que o conhecimento evolui, observa-se or&mmt Além disso, a disfuncdes
mitocondriais tém sido descritas em muitas outmegas, como nas neurodegenerativas,
Doenca de Alzheimer, Parkinson, Huntington e EseskerLateral Amiotrofica, e nos
processos neurodegenerativos associados ao ennethér. Deste modo, muitos grupos
tém direcionado sua atencdo para desenvolver &srgpara estas doencas, tendo a

mitocondria, como alvo principal (MOREIRA et,£010).
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As Doengas Mitocondriais possuem um padrdo de bararendeliana, quando a
mutacdo esta presente no DNA nuclear, ou um padedberanca materna, quando a
mutagdo ocorre no mtDNA; pois na fertilizagdo €3MA deriva do 6vulo. A heranga de
mtDNA paterno ja foi descrita podendo ocorrer nagiigas Mitocondriais, no entanto, é
um padréo de heranca raro (SCHWARTZ; VISSING, 20@%¢m disso, alteracdes no
MtDNA, geralmente associadas a duplicagbes e dmegBodem ocorrer devido a
mutacgdes esporadicas (TAYLOR et al., 2004).

Cada mitocondria pode conter de 5 a 10 copias @Nte cada célula contém
dezenas ou centenas de mitocdndrias dependenderido.tQuando uma célula contém
100% do mtDNA mutado é caracterizada como homopt@&smmo entanto, quando
apresenta uma mistura de mtDNA normal e mutadaaieizada como heteroplasmica.
A transmissdo do mtDNA mutado ocorre durante aséividas mitocondrias, e a proporgao
de mutante passado para cada célula filha é aked@mémeno conhecido com segregacéo
mitética. Este fenbmeno explica como alguns paeterdom Doencgas Mitocondriais
relacionadas com mutacdo no mtDNA podem ter umaangalde fendtipo clinico com o
envelhecimento (DI MAURO; DAVIDZON, 2005).

Os fatores que determinam se uma célula ou te@dd afetado sdo: o tipo de
mutacgéo, a propor¢do de mtDNA mutante e o limiacatka célula ou tecido. Tecidos que
apresentam grande requerimento energético, comérebro e 0os muasculos estriados,
esquelético e cardiaco, apresentam um limiar maigsobque aqueles com menor
requerimento energeético, como células hematopagtidssim, a proporcdo de mtDNA
mutante necessaria para ultrapassar o limiar atertecido deficiente € menor em tecidos
de grande requerimento energético (DI MAURO; DAVIDY, 2005).

Homoplasmia, heteroplasmia, segregacdo mitéticaiadi do tecido e tipo de
mutacdo sdo caracteristicas que determinam a ghetelgeneidade clinica presente nas
Doencas Mitocondriais. Os pacientes com doenceacoritdrial podem apresentar sintomas
clinicos em um ou em vérios tecidos, e principateemaqueles com alta demanda
energeética (sistema nervoso central e perifériddndylas enddcrinas, coragdo, olhos,
ouvido, trato gastrointestinal, figado, rins e nulscesquelético) (MIRABELLA et a|
2000) (Figura 3 e Tabela 2).
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Figura 3-Caracteristicas clinica das Doenc¢as Mitocwlriais. As Doencas Mitocondriais podem
resultar no envolvimento de um Unico 6rgdo (sursleasorioneural, diabetes, faléncia visual,
miopatia ou cardiomiopatia), ou no envolvimento tisgistémico. Sistema nervoso central (central
nervous system), encefalopatia (encephalopathydgdips do tipo AVC (stroke-like episodes),
convulsGes e deméncia (seizures and dementiapsesie depressao (psychosis and depression),
ataxia (ataxia), enxaqueca (enxaqueca), cardiaardigc), cardiomiopatia hipertrofica
(Hypertrophic cardiomyopahty), cardiomiopatia dilda (dilated cardiomyopahty), blogqueio
cardiaco (heart block), sindrome da pré-excitapé®@-€¢xcitation syndrome), defeitos nos tibulos
renais (renal tubular defects), sindrome Toni-FaRBebre (Toni-Fanconi-Debre syndrome),
musculo (muscle), miopatia (myopathy), disfagia sgtiagia), pseudo-obstrucdo (pseudo-
obstruction), constipacdo (constipation), faléndmeepéatica (hepatic failure, olhos (eye),
otalmoplegia externa (external ophtalmoplegia),setdptosis), catarata (cataract), retinopatia
pigmentar (pigmentary retinopathy), atrofia Opti@@ptic atrophy), audicdo (hearing), surdez
sensorioneural bilateral (bilateral sensorineuesfdess), pele (skin), queratoderma palmoplantar
(palmoplantar keratoderma), enddcrino (endocrim@oparatireoidismo (hypoparathyroidism),
hipotireoidismo (hypothyroidism), faléncia gonadgbnadal failure), sistema nervoso periférico
(peripheral nervous system), neuropatia axonal csiths e motora (axonal sensorimotor
neuropathy). Reproduzido d&ftochondria, CHINNERY; SCHONY4, 1188-1199, 2003]
com a permisséo d&MJ Publishing Group Ltd, anexo 3.
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Tabela 2Doengas Mitocondriais mais frequentes, tipo de gédarelacionada, sintomas
clinicos primarios e adicionais.

Mutacdo mais freqliente

Doenca
Mitocondrial

Sintomas Primarios

Sintomas Adicionais

= . Hipotonie
Mutacdo em gene nuclear Sindrome de Alpers- Convulsdes Tubulopatia Renal
(POLG) Huttenlocher Insuficiéncia Renal
Delecéo ou Duplicagdor  Oftalmoplegize

mtDNA (mutagéo de
aparecimento esporadico)

Externa Crénica
Progressiva (CPEO)

Oftalmoplegia Externa
Ptose Bilateral

Miopatia Proximal
Moderada

Delecéo ou Duplicag&o no
mtDNA (mutagéo de
aparecimento esporadico)

Sindrome de
Kearns-Sayre (KSS)

PEC (Oftalmoplegia Extern:
Progressiva) antes de 20 anos de
idade

Retinopatia Pigmentar

Pode apresentar:

Proteina CSF >1g/L, Ataxia
Cerebelar ou Bloqueio Cardiaco

Surdez Bilater:
Miopatia

Disfagia

Diabetes Mellitus
Hipoparatireoidismo
Deméncia

Delecéo ou Duplicagéo r
mtDNA (mutagéo de
aparecimento esporadico)

Sindrome de
Pearson

Anemia Siderobléstica Infar
Pancitopenia
Faléncia pancreatica exdcrina

Tubulopatia Renal

Miopatia Infantil e
Acidose Léctica
(Formas: Fatal e Nao
Fatal)

Hipotonia no primeiro ano de vida
Dificuldades alimentares e
respiratorias

A forma fatal pode est:
associada com
cardiomiopatia e/ou
Sindrome Toni Fanconi-
Debre

MutagBes em genes
Nucleares

Sindrome de Leigh
(LS)

Encefalopatia Subaguda necrotizant

Sinais de altera¢des no Tronco
Cerebral e Cerebelo
Inicio na Infancia

e

Alteragdes em ganglic
da base

Histérico materno de
doenca neuroldgica ou
Sindrome de Leigh

Mutacdo de Ponto no
mtDNA:

m.T8993G,
m.T8993C

Fraqueza
Neurogénica com
Ataxia e Retinite
Pigmentosa (NARP)

Alteragdes em ganglic

Neuropatia Periférica com inicio na da base

infancia tardia ou fase adulta
Ataxia
Retinopatia Pigmentar

Eletroretinograma
anormal

Neuropatia sensitivo
motora

Mutacdo de Ponto no
mtDNA para tRNA:
m.A3243G, m.T3271C,
m.A3251G

Encefalomiopatia
mitocondrial, acidose
lactica e

episédios similares a
acidentes vasculares
cerebrais

(MELAS)

Episodios tipo acidente vascular
cerebral com idade < 40 anos
Convulsdes e/ou Deméncia
Fibras rajadas de vermelho (RRF)
e/ou Acidose Lactica

Diabetes Mellitu
Cardiomiopatia
(inicialmente hipertréfica
e posteriormente
dilatada)

Surdez Bilateral
Retinopatia pigmentar
Ataxia cerebelar

Mutagio em gene nuclear Epileps_ia MiocI(‘?nica Miopatia~ Deménci:_ o
(POLG) Mlopatl_a e Ataxia Con\_/ulsoes Neuropatia Periférica
Sensorial (MEMSA)  Ataxia Cerebelar Espasmos
Deméncii

Mutac&o de Ponto no Epilep_sia Miocl_(‘)nica Mioclonig Atrofia Optica
MIDNA para tRNA: com Fibras Rajadas Con\_/ulsoes Surdez B|_Iatera_l »
m A8344G. m T89§SC de Vermelho (RRF) At_aX|a _Cerebelar Neuropatia Periférica
’ T (MERRF) Miopatia Espasmos
Lipomatose Multipla
MutagBes de Ponto r Neuropatia Optic: Faléncia Visual Bilateral Subagt Distonie

mMtDNA: m.G11778A,
m.T14484C, m.G3460A

Hereditaria de Leber
(LHON)

Propor¢do Homens:Mulheres ~4:1  Sindrome de pré-

Idade Média de Inicio: 24 anos

excitacdo cardiaca

Fonte: CHINNERY, 2010

Atualmente os tratamentos disponiveis para as ¢aseklitocondriais sdo bastante

limitados e geralmente restringem-se ao tratamdo® sintomas e ndo da deficiéncia

causadora da doenca. Apenas a deficiéncia de @uen@ pode ser corrigida pela



34

administracdo da enzima exdgena, 0s demais casws, possuem um tratamento
farmacoldgico eficaz (WENZ, 2009).

As Doencas Mitocondriais, que sdo compativeis c@nvida, causam uma
deficiéncia parcial na fosforilagdo oxidativa, agssuma capacidade minima residual &
mantida. Trabalhos recentes tém mostrado que ordandesta capacidade residual pelo
estimulo da biogénese mitocondrial e consequenteméo aumento do numero de
mitocOndrias pode ter uma perspectiva terapéuiitaNZ, 2009).

Muitos séo os fatores que controlam o processaadgibese mitocondrial, mais de
mil genes regulam e sincronizam este processo.r®estes reguladores estéo os fatores
de transcricdo nuclear: fatores de respiracdo audlee 2 (NRF1 e NRF2), receptores
ativados por proliferador de peroxissomo (PPARs)eeeptores de estrogénio (ERRS) que
ativam a expressdo de genes nucleares que codificat®inas mitocondriais; e fator de
transcricdo mitocondrial (Tfam) que, por sua veegufa a expressdo de genes
mitocondriais (WENZ, 2009).

Todos estes fatores regulatérios parecem conveaga um componente chave, o
coativador & do receptomg ativado por proliferador de peroxissomo (PGQ-10PGC-
la liga-se a NRF1 e NRF2, aos receptores nucleareéSRRPERR e, assim, coativa a
expressdo dos genes alvos (Figura 4). Em algunss B&C-l também aumenta a
expressdo de ERR, NRF1 e NRF2, assim, é consideradais importante regulador da
biogénese mitocondrial (WENZ, 2009).

Muitos sdo os estimulos que ativanexpressdo génica de PGE&-Hentre eles
estdo: agonistas de PPARs (WENZ et aD08), elemento de ligacdo a proteinas de
resposta a adenosina monofosfato ciclico (CREB) (&Wl, 2006), flutuacdo térmica
(WU et al, 1999), célcio/calmodulinaHANDSCHIN et al, 2003) mudancas no nivel de
O, (O'HAGAN et al, 2009), aumento de ROS (IRRCHER et @D09) e aumento de
oxido nitrico (NO) (BORNIQUEL et al., 2006). A aiilade de PGCd também pode ser
modulada por fatores indutores pés-translacioraisoc quinase ativada por monofosfato
de adenosina (AMPK) e deacetilase dependente de [8ulL) (Figura 4) CANTO;
AUWERX, 2009).

O exercicio fisico € outro fator ativador B&C-la. Esta resposta aos exercicios
ocorre principalmente através de AMPK e também wmemto do calcio citosélico em
resposta a contracdo muscular (Figura 4) (OJUKA420Muitos estudos com pacientes

gue apresentam mutacdes patogénicas no mtDNA mobtias resultados na melhora dos
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sintomas e qualidade de vida através da préticallaregde exercicios fisicos
(TAIVASSALO; HALLER, 2005; JEPPESEN et.aP006; ZEVIANI, 2008;).

Além do exercicio fisico, a biogénese mitocondnéh PGC-la pode ser
estimulada através de farmacos que ativam PPAR®LKAM Sirt 1. Assim, fibratos e
rosiglitazona (ativadores de PPARs), metformina minaimidazol carboxamida
ribonucleotideo (AICAR) (ativadores de AMPK) e resatrol (ativador de Sirt 1) s&o
drogas capazes de ativar estas proteinas e, mortaduzir a proliferacdo mitocondrial
(Figura 4). No entanto, apesar da inducao da bexgmitocondrial ter sido demonstrada
para a maioria destas substancias (DONG.e2@07; e WU et al2006), o bezafibrato foi
0 Unico capaz de aumentar a expressao de R4l atividade da cadeia respiratoria
tanto em modelo animal de miopatia mitocondrial (N\¥Eet al., 2008), quanto em
fibroblastos e mioblastos de pacientes com Doelgasondriais (BASTIN et al 2008).

Figura 4-Representacéo esquematica de fatores indwes da biogénese mitocondrialEm azul

e verde, estdo representados os fatores que ativexpressao génica ou que modulam a atividade
pés-tranlacional de PGGalOs fatores que ativam a expressao génica sdo: &wrdencalcio
citosdlico apos exercicios fisicos, drogas agosideaPPAR (Fibratos e Rosiglitazonas), aumento
de NO, aumento de espécies reativas de oxigéni®R@udanca nos niveis de, @utuacdo
térmica e CREB. Os fatores que modulam a ativigametranslacional de PGGlsdo: drogas
agonistas de AMPK (Metformina e AICAR) ou da proteiSirt 1 (Resveratrol), ou estimulo de
AMPK através de exercicios fisicos. PG&{hz a coativacdo, juntamente com NRF-1, NRF-2 e
ERR, de genes nucleares que codificam proteinasonitriais

Os fibratos s&o derivados do éacido fibrico largamenilizados na pratica clinica
para diminuir os niveis de triglicérides e aumerdar niveis de lipoproteina de alta

densidade (HDL-C) no tratamento de hiperlipidenhi. entanto, sGo compostos que
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podem gerar muitos efeitos colaterais, dentre elegpatotoxicidade, sintomas
gastrointestinais e dermatolégicos. Além disso,ratatmento com os fibratos ja foi
relacionado com casos raros de miopatia (GOLDENBER&, 2008).

Além de seu importante envolvimento na biogénesmawmndrial, o PGC-&
também tem efeito neuroprotetor através da suprededmorte celular via ROSST-
PIERRE et al, 2006), regulagdo da angiogénese (ARABILYal., 2008), e a sinalizagcdo
pelo Fator de Hipoxiad (HIF-1a), responsavel por conectar os sinais de aumento da
demanda por ©apos a biogénese mitocondrial com o aumento donsepto de Q
(O’HAGAN et al., 2009). No musculo esquelético, o P@Gdambénregula a autofagia e
a apoptose, além de estabilizar a transmissdong@quneuromusculaAPDHIHETTY et
al., 2009;SANDRI et al., 200%

Estudos mostram que o aumento moderado de mitdeSnaravés de PGCGal
pode ser benéfico em modelo animal de miopatiaawitdrial (Figura 5) (WENZ et al.,
2008, 2009).
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Figura 5-Modelo do efeito terapéutico da ativacao &l PGC-1a nas Doencas Mitocondriais.

(A) Paciente com doenca mitocondrial devido a mutégéation) heteroplasmica no mtDNA. A
heteroplasmia resulta em diferentes populacdesitdedndrias com graus variados de capacidade
da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). A biogénese ogtindrial induzida por PGCalpode
aumentar todas as popula¢des mitocondriais reslgitem maior nimero de mitocdndrias com
alguma capacidade energética por célula e, portamtoenta a producdo de ATE) Paciente
com doenca mitocondrial devido a mutacdo nucleamudacdo em gene nuclear resulta em um
tipo de populagdo mitocondrial com atividade reslidda fosforilagdo oxidativa diminuida. A
biogénese mitocondrial induzida por PG&gode aumentar a massa de mitocondrias com
deficiéncia resultando em um aumento da capacidiEefosforilacdo oxidativa por célula
(increased OXPHOS capacity per cell) e, portariiopenta o suprimento celular de ATP. Defeito
na fosforilagdo oxidativa (OXPHOS defect), naclemudeus), tipo selvagem (wild-type).
Reproduzido deHGC-1a Activation as a Therapeutic Approachhititochondrial Disease, WENZ,
61(11), 1051-1062, 2009pm a permisséo de John Wiley and Sansxo 4.

Os pacientes com Doengas Mitocondriais geralmgmtesantam espontaneamente
fibras musculares com acumulo de mitocondrias, hesnadasRagged Red Fibersou
Fibras Rajadas de Vermelho (RRF) (Figura 6). Nacsawe ao certo qual € o fator
responsavel e porque ocorre o acimulo de mitoc@mdestas fibras, no entanto, acredita-

se que possa ser um mecanismo de compensacaol rextureesposta a deficiéncia
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energética presente. Apenas fibras muscularesde®laom importante deficiéncia
energeética apresentam este aumento; assim, o Estimbiogénese mitocondrial em todos
os tipos celulares incluindo aqueles que apreserdafitiéncia energética baixa ou
moderada poderia induzir o aumento de mitocondidasiaveis e melhorar a capacidade

energética global, o que garantiria a funcdo eesd&ncia tecidual (WENZ, 2009).

Figura 6-Biépsia de musculo esquelético de pacient®m doenca mitocondrial submetida a
coloracao histoquimica para SDH (succinato desidramase).SDH é uma enzima do complexo
Il da cadeia respiratéria; este € o Unico comptes@mmente codificado pelo DNA nuclear, assim,
apresenta atividade aumentada em fibras com defiei@énitocondrial e proliferacdo mitocondrial.
Setas:Fibra normal - sem proliferagdo mitocondrial edilsom proliferagdo mitocondrial (RRF).

Por outro lado, estudos mostraram que 0 excesspraléeracdo mitocondrial

D

devido ao aumento anormal de PG&ode ser prejudicial para o0 musculo esquelético
cardiaco de camundongos causando miopatia ou patiioseveras (LEHMAN et .al
2000; MIURA et al, 2006).

Além disso, ha controvérsias entre trabalhos qaésamam fibras musculares com
proliferacdo mitocondrial em paciente com Doengagoddndriais. Enquanto alguns
grupos viram nestas fibras um aumento de mortdacgdor apoptose (AURE et.aR006;
UMAKI et al., 2002), outros ndo identificaram este aumento (FABRI et al., 2002;
IKEZOE et al., 2002; SCIACCO et al., 2001). E trabalhakizahdo células cibridas com
mutagdes no mtDNA, também mostraram que estas dregageixam as células mais
susceptiveis a estimulos apoptoticos (DANIELSOBI.e2002; GHELLI et al., 2003; LIU
et al., 2004 e SCHOELER et &£005).



39

O modelo das cibridas foi introduzido por King ¢afdii em 1989. S&o células com
backgroundnuclear idéntico ao das células parentais (148B)entanto, enquanto as
células parentais apresentam mtDNA normal, asdabriapresentam mtDNA mutado.
Assim, sdo um excelente modelo para a investigaigionfluéncia das mutac¢des no
mtDNA sobre a funcéo e fendtipo celular (SCHOELERILe2005).

Portanto, é preciso determinar nestas fibras cotagéias genéticas se 0 aumento
do nimero mitocondrial que ocorre naturalmenterdmritpara o aumento da capacidade
energética, ou resulta em um maior conteido decomtirias deficientes que gera uma
maior susceptibilidade da fibra em sofrer mortelleelpor apoptose. Determinar se estas
fibras que ja passaram pelo processo de biogénéseondrial séo vidveis é importante,
pois reforca a estratégia terapéutica que prewducéo da proliferagdo mitocondrial para
o tratamento de Doencas Mitocondriais, ou de oulb@ncas em que hé déficit energético
devido a um mau funcionamento das mitocondrias.

Estes trabalhos indicam também que a biogéneseanioial precisa ser induzida
de forma bem regulada para atingir os efeitos lmgfe ndo causar uma piora do

funcionamento celular.

1.3 Oxido nitrico e mitocondria

O NO é um radical livre e sua sintese celular élisatla pelas isoenzimas 6xido
nitrico sintases (NOS). Trés destas enzimas estfio ¢aracterizadas: NOS neuronal
(nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS indutivel (iINOSpesar das suas denominacgdes,
a expressdo destas enzimas ndo é especifica dbssteeuronal ou endotelial. O NO é
produzido através da reagdo enzimatica catalisalda plOS, que consomem L-arginina e
O,, produzindo NO e L-citrulina. A nNOS e eNOS saguitadas pelo sistema
calcio/calmodulina, enquanto que a atividade deSNf@o depende do célcio. O musculo
esquelético expressa as trés isoformas de NOSp sgmel INOS é expressa somente
durante o processo inflamatério (STAMLER; MEISSNEB01).

O NO age nas mitocbndrias em varios niveis e, dewdsuas propriedades
vasodilatadoras, regula o fluxo sanguineo nos dsciduprindo indiretamente a
mitocdndria com substratos para a respiragdo celDl@ontrole da vasodilatagdo também
permite a redistribuicdo do calor gerado pela ragfd celular. Além disso, o NO regula
diretamente a ligagdo/desligamento daa®emoglobina (WOLZT et al., 1999) e, assim, 0
fornecimento de gpara as mitocondrias (NISOLI; CARRUBA, 2006).
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O NO também influencia na fungdo mitocondrial agatdise reversivelmente a
citocromo ¢ oxidase (COX), a Ultima enzima na cadeia de trmspde elétrons. Ao
contrario do @, o NO liga-se n&OX tanto na sua forma reduzida quanto oxidada. Sob
baixas concentracdes de Quando a&COX esté reduzida, o NO liga-se ao centro ha®e
desta enzima no seu estado ferroso e compete dogn $ob altas concentracdes dg O
quando aCOX esta oxidada o NO liga-se ao centro de Cdb(€uwb) desta enzima, de
forma que ndo compete com.@\s duas reagdes podem ser consideradas revergivei
gue a ligagdo de NO com @®OX na sua forma reduzida pode ser revertida pelo O
enquanto que a reacdo com a forma oxidada levaweisdo de NO a nitrito (NQ que se
dissocia da enzima resultando no consumo de NQur@ig) (TAYLOR; MONCADA,
2010).

Sob baixas concentracdes de Quando NO liga-se €0X reduzida, e @0 é
consumido, hé o acimulo do NO no microambientelaretiisto tem implicag6es tanto na
taxa respiratdria quanto no tdnus vascular locakinacdes de hipdxia. Além disso, esse
acumulo leva a uma redistribuicdo @ para as células vizinhas, e a regulacido da
expressao de HiEa, que permite controle fino do metabolismo celutzly sondi¢cdes de
hipdxia. Assim, as interacdes entre a COX e NO podem ter gmma de consequéncias
para a célula na percepcdo de mudangas na corg@ntta @ e no desencadeamento de
respostas adaptativas a hipéxia (Figura 7) (TAYLORNCADA, 2010).
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Figura 7-Influéncia da concentracdo do @ na atividade da citocromoc oxidase (CcO ou
COX). Sob altas concentracdes dg Quando a enzima esta predominantemente na foritada,
ela consome ©e metaboliza NO. Sob baixas concentragfes geqOando a enzima esta
predominantemente na forma reduzida,2ce@® NO competem para se ligarem a CcO e o NO nédo
€ metabolizado. Isto resulta em um aumento da otmag@o de NO, formacdo de ROS, e
redistribuicdo de ©resultado do seu menor consumo. A sinalizacéo teegal deste processo
inclui a regulacao de HIF, NKB, AMPK, e vias dependentes de guanosina monofosfatico
(cGMP). Oxidado (oxidized), reduzido (reduced), abelismo (metabolism), consumo
(consumption), redistribuicdo (redistribution). Regiuzido de NRitric Oxide, Cytochrome C
Oxidase, and the Cellular Response to Hypoxia, TARL. MONCADA, 30, 643-647, 2010] com
permissdo de Wolters Kluwer Health, anexo 5.

Além do papel fisiolégico, muitos grupos mostrargme o NO, em altas
concentracdes, também possui um papel téxico atrdeé formacao do peroxinitrito
(ONOO). O peroxinitrito é formado a partir da reacdoNID com o &nion superdxido
(Oz¢) produzido durante a transferéncia de elétronsadeia respiratdria. O peroxinitrito
€ um potente oxidante e por isso pode induzir esst oxidativo e/ou nitrosativo, levando
a inativacao de enzimas mitocondriais, oxidacabpd@eos, proteinas e DNA (SOUZ&#t
al., 2008).

O NO pode também sinalizar para abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (mPTP), gerando umpass apoptotica (BROOKES et al.,
2000). Em contraste, também pode gerar sinais auptoticos que incluema S-
nitrosacao da caspase-3, que torna a proteingdr@&ANNICK et al., 2001), aumento da
expressao de proteinas anti apoptéticas como aipactie choque térmico 70 (KIM et, al
1997), a heme oxigenase (KIM et,d995), e a Bcl-2 (SUSCHEK et al., 1999). Além
disso,baixas concentracdes de NO parecem proteger cordtanento de calcio e inibir
diretamente a abertura do mPTP (BORUTAITE et &09).
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O NO também tem sido apontado como agente indlatdiiogénese mitocondrial.
Muitos estudos mostraram que o tratamento de vépios celulares com doadores de NO
aumentam o contetdo de mtDNA; e as mitocondriaadger séo funcionalmente ativas e
capazes de gerar ATP através da fosforilacdo awédabssim, a possibilidade do NO
atuar como indutor da biogénese mitocondrial vi&P& e gerar mitocondrias funcionais
em diversos tipos celularesrna esta molécula uma forte candidata ao trateméas
Doencas MitocondriaisL(RA et al, 2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al.,
2004) No entanto, como é uma molécula sinalizadora par@rsos outros processos
incluindo aqueles que podem gerar danos celulsods, conhecimento gerado a respeito
dessa molécula nos sistemas fisiologicos € dereati@portancia.

Portanto, a andlise integrada destes fatores: hitg€nese mitocondrial, fungdo
mitocondrial e apoptose é importante, pois estugoentes tém indicado a biogénese
mitocondrial como uma possibilidade terapéutica apgracientes com Doengas
Mitocondriais ou com déficit energético devido aaumfuncionamento mitocondrial
(WENZ, 2009). E 0 NO tem sido apontado como agewtetor da biogénese mitocondrial
através de PGCal(LIRA et al, 2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2004
no entanto, possui além desta, outras fun¢desmaayprocessos que podem levar ao dano
celular. Ainda assim, trabalhos recentes obtiveram resudtg@fomissores utilizando o
precursor do NO, a L-arginina, para tratar pacemem MELAS, sindrome que esta
relacionada com a disfuncdo mitocondrial (KOGAIet2006; KUBOTA et al., 2004).
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2.1  Objetivo Geral

Avaliagéo da importancia do NO na sinalizagéo apaoliferacdo mitocondrial e

apoptose no musculo esquelético.
2.2 Objetivos Especificos

1. Andlise quantitativa da atividade da NOS em fibrassculares de pacientes com
doenga mitocondrial e correlagdo com a presencali@eacbes mitocondriais
(proliferacéo e deficiéncia mitocondrial), apoptesgefeito genético;

2. Investigar se linhagens de células cibridas cooteiths propor¢cdes de mtDNA
mutante apresentam maior susceptibilidade a apgptos

3. Avaliacdo do efeito do tratamento de um doador @& (SNAP =S-nitrosoN-
penicilamina), antagonista da NOS (L-NMMA =N%monometil arginina) e
substrato da NOS (L-Arginina) em linhagem imorta&l whioblastos (linhagem

C2C12) em relacé@o ao conteudo e funcdo mitocondrial
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3.1 Pacientes

Foram utilizadas biopsias de musculo esqueléticé gacientes controles, isto &,
sem alteracdes clinicas sugestivas de miopatiaanitrial ou metabdlica e sem alteracbes
na bidpsia muscular, e de 26 pacientes com altesagés bidpsias musculares, os quais
foram classificados de acordo com o padréo hisikmddgbtido nas bidpsias e com os

defeitos moleculares encontrados, listados na aabel
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Tabela 3-Caracteristicas dos pacientes estudados.

Paciente mutagao genes mutacdo RRF Def. Def. Bioquim.
mtDNA  mitocondriais gene COX
afetados nuclear
1 del. Unic: multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
2 del. tnica  mudltiplos Nao Sim Sim ClL,Cll,CIV
3 del. Unic: multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
4 del. tnica  mudltiplos Nao Sim Sim CLCllCIV
5 del. Unic: multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
6 del. Unic: multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
7 del. tnica  mudltiplos Nao Sim Sim ClL,Cll,CIvV
8 del. Unic: multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
9 del. tnica  mudltiplos Nao Sim Sim CLCll,CIv
10 del. Unia@ multiplos Nac Sim Sim CLCIII,CIV
11 del. tnica  multiplos Nao Sim Sim CLCll,CIv
12 del. mult multiplos POLG Sim Sim CLCIII,CIV
13 del. mult. multiplos nao Sim Sim CLCIII,CIV
ident.
14 del. mult. multiplos POLG Sim Sim CLCIII,CIV
15 del. mult. multiplos nao Sim Sim CLCIII,CIV
ident.
16 del. mult. multiplos POLG Sim Sim CLCIII,CIV
17 del. mult. multiplos POLG Sim Sim CLCIII,CIV
18 del. mult. multiplos nao Sim Sim CLCIII,CIV
ident.
19 del. mult multiplos POLG Sim Sim CLCIII,CIV
20 A3243G  tRNA®UYUR Nao Sim N&o CI,CIIL,CIV
21 A3243C  tRNAMUWUR Nac Sim N&c CI,CIII,CIV
22 A3243G  tRNA®UWUR Nao Sim Nao Cl,Clil,CIV
23 A3251C  tRNAMUWUR Nac Sim N&c CI,CIII,CIV
24 T4370AT  tRNAS" Nao Sim Sim CI,CIIL,CIV
25 G14459A MT-ND6 Nac Nac Nac Cl
26 N&o Nao Nao Sim Sim Cl, Cll, ClV,
ident acum. lip
27 N&o Nao Nao Nao Nao Nao
28 N&o Nao Nac Nao Nao Nao
29 N&o Nao Nao Nao Nao Nao
30 N&o Nao Nao Nao Nao Nao
31 N&o Nao Nao Nao Nao Nao

Def.bioquim.: defeito bioquimico previsto ou obsmte por estudos adicionais; ndo ident.: nao
identificado, mas provavel.; acam. lip.: acimuladico; Cl: complexo I; Cll: complexo II; ClII;
complexo llI; CIV: complexo 1V; def.COX: deficiéreide COX.
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3.2  Aspectos Eticos

O material humano utilizado €& proveniente de b#psnusculares obtidas
exclusivamente para diagndstico e que s&o realizada Setor de Doencas
Neuromusculares da Disciplina de Neurologia ClirdeaUniversidade Federal de Séo
Paulo — Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPRbtas bidpsias sdo realizadas
rotineiramente e armazenadas em freezer a -80fStizondo um banco de bidpsias, pois
0 tecido muscular proveniente de pacientes com atiEge outras doencas que afetam o
musculo ndo séo frequientes.

Assim, a bidpsia muscular ndo foi realizada espadfente para o projeto de
pesquisa em questdo, mas utilizamos as biopsias jgugaviam sido coletadas e
armazenadas com o objetivo de esclarecimento diéign6Além disso, nestas bidpsias, ja
realizadas, ndo houve a retirada de tecido em igadet maior, nem retirada de
fragmentos adicionais para utilizacdo em projetes pgsquisa, ou Seja, somente a
quantidade necessaria para diagnostico foi coletada

As amostras utilizadas como controles também fosafacionadas deste banco
entre as bidpsias obtidas ha mais de cinco anostalerma, utilizamos bidpsias que
normalmente seriam descartadas e evitamos a iEizae bidpsia muscular em
individuos normais.

Este projeto foi submetido e aprovado pelo ComiéHdica em Pesquisa da
UNIFESP-EPM (n° 0352/07, anexo 6).

3.3  Procedimentos histoldgicos com biopsia de mase

Amostras de musculo deltdide foram obtidas por$i@pongeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C. Estas amostras sleufnforam submetidas & microtomia
de congelamento em criostato, obtendo-se secgesvarsais seriadas com espessura de
10 nm para histoquimica e denin para analise da presenca de nucleos apoptiticaes
da técnica dderminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dWNiEk End Labeling
(TUNEL). Todas as andlises histologicas foram $egan seccdes seriadas, permitindo a
avaliacdo de uma mesma fibra muscular em relacgétividade da SDH, COX, NAPDH
diaforase (NADPHd) e TUNEL.
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3.4 Determinacao histoquimica da NADPH diaforase

Neste trabalho, utilizamos a deteccdo histoquindaaenzima NADPHd para
avaliar a atividade da NOS nas biépsias de muspals,estudos anteriores demonstraram
uma boa correlacdo entre a quantificacdo histogairda NADPHd e a expressédo das
diferentes isoformas da NOS no musculo esquel@EBANDSEN et al 1996; TENGAN
et al, 2007). Além disso, varios trabalhos utilizaramaetcnica para deteccdo da
atividade da NOS (BREDT et.al1991; FELLET et a] 2006 HOPE et a] 1991;
OHKOSHI et al, 1997; PLANITZER et al 2000; STAMLER; MEISSNER, 2001).

A atividade da NADPHd (ou redutase) é determindadavés da medida da reducéo
de sais de tetrazolio e quantificacdo do produdazielo, formazan insollvel, na presenca
de NADPH. As NOS sao as NADPH diaforases mais addhe, sendo que as trés formas
da NOS apresentam esta atividade (PLANITZER e2@00).

A determinacdo histoquimica da NADPHd foi realizasta cortes de musculo
sobre laminulas, previamente fixados em formald@&opor 10 minutos e lavados com
tampéo fosfato/salina (PBS). Em seguida, os cdotesn incubados com PBS contendo
cloreto de tetrazolio nitroazul (0,1 mg/mbiNADPH (1 mg/mL) e Triton X-100 (0,3%), a
37°C. Ap6s 1 hora, as laminulas foram lavadas camp&o PBS e a montagem das

laminas foi realizada com gelatina.

3.5 Determinacao histoquimica da succinato desidgenase (SDH)

Neste trabalho, utilizamos a determinacédo histogairda SDH para identificar
fibras com ou sem proliferacdo mitocondrial nagpbiés de musculo. SDH € uma enzima
do complexo Il da cadeia respiratoria, e este diooucomplexo totalmente codificado
pelo DNA nuclear. Assim, muta¢cdes no mtDNA nédo afeta fungdo das enzimas deste
complexo, e portanto, a proliferagcédo de mitocoisdgae ocorre nas fiboras com mutagdes
no mtDNA é identificada através da maior atividddeSDH em relacdo as fibras normais.

Os cortes de musculo sobre laminulas foram incubadm tampao fosfato 0,2 M,
pH 7,4, contendo &cido succinico (50 mg/mL), cloid tetrazélio nitroazul (1 mg/mL) a
37°C. Apoés 1 hora; as amostras foram lavadas cara dgstilada (d#D) e a montagem
das laminas foi realizada com gelatina (DUBOWITR@®OKE, 1973).
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3.6 Determinacao histoquimica da citocrome oxidase (COX)

Neste trabalho, utilizamos a determinacdo histogainda enzima COX para
identificar fibras com ou sem deficiéncia na fungditocondrial nas bidpsias de musculo.
As fibras deficientes apresentam menor ou nenhdividade desta enzima em relagdo as
fibras normais.

Os cortes de musculo sobre laminulas foram incubadm tampao fosfato 0,1 M,
pH7.,4, 3,3' diaminobenzidina (DAB; 1 mg/mL), citomo c de coragéo de cavalo tipo VI
(1 mg/mL) e catalase (0,2%), a 37°C. ApGs 1 ha@mostras foram lavadas comy@H
a montagem das laminas foi realizada com gelabtuBOWITZ; BROOKE, 1973).

3.7 Determinacao histoquimica da ATPase pH 9,4

Os cortes de musculo sobre as laminulas foram diduee reacdo da ATPase em
pH9,4 para distingdo do tipo de fibra presenteasido tipo | (de contracdo lenta e fadiga
dificil) e fibras do tipo Il (de contragéo rapidéaeliga facil). Nesta reagéo as fibras do tipo
| ficam marrom-claras e as fibras do tipo Il ficamrrom-escuras.

Inicialmente foi realizada a incubacdo dos cortasuena solugédo tampéao veronal
(20,6 mg/mL) pH 9,4, contento cloreto de célcio QBa 2%, a temperatura ambiente.
Apos 15 minutos, os cortes foram lavados erpQiEl incubados em uma solugdo com pH
9,4 no mesmo tamp&o na presencga de adenosina$atidf (1,25 mg/mL) por 30 minutos
a 37°C. Em seguida, os cortes foram lavados ep®dicubados em solucdo de cloreto
de cobalto (CoG) 2% por 7 minutos a temperatura ambiente, lavadnsmente em
dH,0O, mergulhados em solucéo de sulfeto de améniad92 pegundos, lavados em agua
corrente e submetidos a desidratacdo sucessivatzoml/xilol. A montagem das |aminas
foi realizada com Permont (DUBOWITZ; BROOKE, 1973).

3.8  Analise quantitativa das reacdes histoquimicate SDH, COX e NADPHd em

cortes seriados de musculo.

A atividade enzimatica de SDH, COX e NADPHd fomgtificada indiretamente
através da medicdo da intensidade da coloracdoqhishica presente nas biopsias

musculares pelo programa de analise de imagensltha@8x.
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Os cortes submetidos as histoquimicas foram fotadoa em microscépio Optico
em objetiva de 20X, as imagens foram salvas enms&eTIFF e analisadas no programa
Image J. As fibras foram delimitadas com a ferrametie selegdo poligonal e a
intensidade de coloracdo foi medida em densidadgcadp(unidades arbitréarias)
individualmente em cada fibra (Figura 8). No cass dortes submetidos & coloracéo
histoquimica para NADPHd, medidas do sarcoplaseraafhenta de selecdo poligonal) e
do sarcolema foram feitas separadamente. Nesteoltjuadrados de 10x10 pixels foram
posicionados, com a ferramenta de selecdo pon&mal,12 pontos na extensdo do
sarcolema da fibra (trés em cada quadrante), sgndoa média dos valores desses 12

pontos foi considerada como a intensidade de agiorao sarcolema (Figura 9).

Figura 8-Representacdo da metodologia utilizada par a quantificacdo da intensidade de
coloracao histoquimica de uma fibra submetida a SDHA fibra foi delimitada com a ferramenta
de selec¢édo poligonal (painel & esquerda) e foirahétado o valor médio da densidade 6ptica na

area delimitadanfean painel a direita).
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Figura 9-Representagédo da metodologia utilizada para quantificagédo da intensidade

de coloracdo histoquimica no sarcolema de uma fibra fumetida a NADPHd. Foram
selecionados 12 pontos de 10x10 pixel com a femtade selec&o pontual sobre o sarcolema da
fibra (painel & esquerda) e foi determinado o vatédio da densidade Optica na area delimitada
para cada ponto, a média dos 12 pontos represevdlioda densidade Optica no sarcolema da
fibra (painel a direita).

Para corrigir possiveis variacdes individuais deloregdo ou do ensaio
histoquimico entre os cortes de diferentes padentma normalizacdo dos resultados foi
realizada em relacdo & média dos valores obtidofibeas normais de cada lamina. Ou
seja, foi determinado que em cada corte, a médiavdiores obtidos em fibras normais
corresponderia a 100% da atividade enzimatica gamo, os valores obtidos em fibras

alteradas seriam relativos a esta porcentagem.

3.9 Classificacéo das fibras

Foi analisado um total de 1797 fibras, das qua8y 8bras eram normais.
Considerando os resultados de quantificacdo dessfiltormais em relagédo a atividade de
SDH, COX e ATPase (tipo de fibra | ou Il), elabommncritérios objetivos para
identificacdo e classificagdo das fibras alteragaanto & proliferacdo mitocondrial e
atividade da COX. Considerando todas as fibramaisranalisadas, obtivemos os valores
minimos e maximos em cada coloracdo histoquimi€@X(@ SDH). Assim, utilizando

esses valores, denominamos as fibras alteradasromnbd critério abaixo (Tabela 4):
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a. quanto a proliferacdo mitocondrial:

fibras sem proliferacdo mitocondrial (Sem Pratgm atividade da SDH dentro do

intervalo de normalidade detectado em fibras n@r(etre os valores minimo e
maximo obtidos nas fibras normais).

fibras com proliferacdo mitocondrial (RRRtividade da SDH superior @ maxima

obtida em fibras normais.
b. quanto a atividade da COX:

fibras COX positivo (COX+)com atividade da COX superior a minima detectada

em fibras normais, desde que a relagédo da atividad8DH/COX acompanhe o
padréo das fibras normais;

fibras com deficiéncia completa da COX (COX:9m atividade da COX inferior a

minima detectada em fibras normais;
fibras com deficiéncia parcial da COX (COX DEEym atividade da COX dentro

do intervalo de normalidade (entre os valores morgmmaximo obtidos nas fibras

normais), desde que a relacdo da atividade da SDK/€eja maior que o padrao

das fibras normais.

Tabela 4-Alteracdes das fibras musculares considerandonsdaste de SDH e COX.

Tipo de Alteragao Atividade Quantificada
Sem ProliferagdoMitocondria min<valor obtido em SDH<nx
Com Proliferagdo Mitocondrial valor obtido em SDH&m

COX positivo min<valor obtido em COX<max
e min<valor obtido na relagdo SDH/COX<max
Com Deficiéncia Parcial da COX min<valor obtido €E@X<méax e
valor obtido na relagdo SDH/COX>max
Com DeficiénciaCompleta da CO valor obtido enCOX<min

Menor valor obtido no grupo de fibras normais (mimgior valor obtido no grupo de fibras
normais (mMax).

Assim, considerando a quantificagdo obtida pelsss doloragdes (SDH e COX),
as fibras alteradas foram classificadas como:
RRF/COX+: fibras com proliferagdo mitocondrial &vigtade da COX positiva,;
RRF/DEF COX: fibras com proliferagdo mitocondriatieficiéncia parcial da
COX;
RRF/COX-: fibras com proliferagdo mitocondrial efidiéncia completa da
COX;
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Sem Prol./COX-: fibras sem proliferacdo mitocondeadeficiéncia completa
da COX;

Normais: fibras sem proliferagdo mitocondrial idade da COX normal.
3.10 Linhagens celulares cibridas derivadas de estsarcoma

Células cibridas séo formadas a partir da fus&mtadplastos enucleados obtidos de
células de pacientes com mutaces no mtDNA comlaséiyue ndo possuem mtDNA
(célulasr °) de linhagem imortal de osteosarcoma humano (14%#)vadas seletivamente
e subclonadas (DIMAURO; SCHON, 2001). Foram utidles linhagens cibridas derivadas
de osteosarcoma, contendo as seguintes alteragdatDiNA: mutagéo de ponto A>G no
nucleotideo 3243 ou no nucleotideo 8344 (KING et, dl992), delecdo de
aproximadamente 7,5kiD16:10:40, abrangendo os nucleotideos 7982-15504438
(selvagem) (MORAES et .all999).

Estas linhagens apresentam altas proporgdes de mtNante (>90%) e foram
cedidas pelo Dr. Carlos T. Mora@dniversity of Miami-Miller School of Medicinep
numeragdo dos nucleotideos do mtDNA foi utilizada atordo com a sequéncia de
Anderson et al(1981). Estas células foram avaliadas para coafifio do fenotipo
original através de andlise de gendtipo, porcentadge mutante e analise bioquimica.

As células foram cultivadas em placas de Pettiafemm de didmetro a 37°C com
atmosfera de 5% de dioxido de carbono £C&m meioDulbecco’s Modified Eagle
(DMEM - Gibco n° 12100-038), contendo 4500 mg/L Deglicose e L-glutamina,
suplementado com FBS 10%, piruvato de sédio 100 peéviicilina 100U/mL, sulfato de
estreptomicina 106gy/mL e anfotericina B 0,5g/mL, pH 7,4.

Uridina (100 ng/mL) foi adicionada ao meio de cultura das linmsgeom
deficiéncia da fosforilagdo oxidativa (células comutacdes ou delecdo). Essa
suplementacdo € necessaria para superar o bladmsiotese enddgena de uracila celular,
0 que exige atividade da dihidro-orotato desidragenuma enzima relacionada a cadeia
respiratdria, cuja atividade pode ser reprimida pstado redox desfavoravel em células
com deficiéncia respiratéria (KING; ATTARDI, 1989).

As células foram mantidas por um dia em um dostipés de meios de cultura, o
meio habitual, DMEM com glicose e uridina, e doigios com condicdes de maior

exigéncia da fosforilagdo oxidativa, DMEM com gbeosem uridina; e DMEM sem
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glicose e com galactose (Gibco-n® 31600-026). Hwpmmtos foram realizados em
triplicata para avaliagdo das condiges e temposullizvo ideais, para a manutengao de
células viaveis e aderidas a placa. Para isso tifjgamos as células viaveis através da
medida da excluséo do corante azul de tripan.

Posteriormente, as células foram mantidas em eulaié atingirem 90% de
confluéncia, removidas das placas por tripsinizagdapds a inativacdo da tripsina com
soro de bezerro, foram centrifugadas por 4 min&o4000 rpm. As células foram
ressuspensas em meio DMEM (15.000/mL) e plaquesolae laminulas tratadas com
polilisina, mantidas em placas de Petri de 20 mmi@metro.

Foram preparadas trés placas para cada uma dastesdinhagens celulares:
143B, D16:10:40,mutacdes de ponto A3243G e A8344G. Estas célolasnf mantidas
por dois dias em meio DMEM com glicose e uridinetipdo para adeséo e proliferacéo
celular. No terceiro dia, o meio foi trocado pdt) DMEM com glicose e uridina, (2)
DMEM com glicose sem uridina ou (3) DMEM com gatesgt. No quarto dia, as laminulas
foram retiradas e lavadas duas vezes com PBSdafxam formaldeido 4% pH7,4 por 10
minutos. ApOs secagem por 30 minutos a temperaanmbiente, as células foram

congeladas a -80°C para posterior utilizacio nsaies de TUNEL.

3.11 Determinagdo da porcentagem de fibras com réos apoptéticos nas
criosecgBes musculares e da porcentagem de nuclapsptoticos nas linhagens

celulares

Para a deteccdo de nucleos apoptoéticos nas criesede musculo e nas células
cibridas mantidas em laminulas foi realizado o iensee TUNEL que identifica a
fragmentacdo do DNA nuclear, caracteristica ddalapoptdticas. Neste ensaio a enzima
transferase terminal de deoxinucleotideo (TdT)gsedos finais 3'-OH dos fragmentos de
DNA gerados em resposta aos sinais apoptéticotaiseaa adicdo de deoxinucleotideos
biotinilados e ndo biotinilados. Os nucleotideostibilados sdo detectados usando um
conjugado de estreptavidina peroxidase. O DAB reage a amostra marcada gerando um
substrato marrom e insolavel no sitio de fragmétago DNA. Uma contra coloragdo
com verde de metila foi realizada para marcacdoverde dos ndcleos normais (nédo
apoptoticos).

O método foi realizado conforme as instrugdes Badante do kit TdT-FragEL™

DNA FragmentationDetection Ki}. Resumidamente; as criosec¢cdes de musculo e as
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células aderidas as laminulas foram fixadas emdli@do 4% (15 minutos a temperatura
ambiente) e permeabilizadas com 2 mg/mL de prateikal:100 em Tris 10 mM pH 8,0
(10 minutos para tecido e 5 minutos para célulenmgperatura ambiente). Em seguida, a
inativacéo da peroxidase enddgena foi feita coroxido de hidrogénio (4D.) 30%, em
metanol 1:10 (5 minutos a temperatura ambiente}aenpdo de equilibrio (cacodilato de
sodio 1 M, Tris 0,15 M, BSA 1,5 mg/mL, Ca@,75 mM, pH6,6 diluido 1:5 em d¢d8)
por 30 minutos a temperatura ambiente) e marcagéon5y ml do mix de marcacado TdT
(deoxinucleotideos marcados e ndo marcados)yreda enzima TdT (1 hora e meia a
37°C).

A reacgéo de marcagéo foi interrompida pela incub@gi 5 minutos a temperatura
ambiente com acido etilenodiamino tetra-acéticoTEPO,5 M, pH 8,0. Em seguida, foi
realizado o bloqueio com albumina bovina séricaAB&%% em PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente e a detecgdo com solucéo rgegado peroxidase-estreptavidina
em tampao de bloqueio por 30 minutos a temperaimtziente. A revelagao foi feita com
incubac@o em solug¢éo de DAB (0,7 mg/mLYOK (1,6 mg/mL) e uréia (1,6 mg/mL) por
13 minutos a temperatura ambiente. Em seguindanfdeitas as etapas de lavagem em
dH,O, contracoloragdo com verde de metila 0,3% (1Qutos), desidratagdo em etanol
100% e contracoloragéo com eosina 0,2% (3 segusdoente para tecido), desidratacéo
sucessiva com etanol/xilol e montagem das lamiradhse as laminas.

Para tecido, o controle positivo foi gerado atradéstratamento da criosec¢éo
muscular, apdés a permeabilizagdo com proteinaseoky DNase (RQ1l RNase Free
DNase), tampéo de reacdo 10X RQ1 DNase gOodpbr 20 minutos & 37°C conforme
especificagbes do fabricante (Promega); e as etggasntes foram mantidas. O controle
negativo foi obtido com a incubagédo da crioseccésamar em tampéo Tris/salina (TBS)
no lugar da enzima TdT na etapa de marcacao.

Para as células, o controle desse ensaio foi tiéiliwando laminas fornecidas pelo
Kit, que contém uma mistura de células HL60 incaisacbm 0,57g/mL de actinomicina
D por 19 horas para induzir apoptose e células Hie0 esta indugéo.

As laminas de criosec¢cdes musculares foram analisath microscépio 6ptico,
calculando-se a razdo do numero de fibras com osi@poptéticos e do ndmero total de
fibras presentes nos mesmos cortes. Os resultatirs £xpressos como porcentagem de

fibras com nicleos apoptdticos de cada amostra.
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As células cultivadas em laminas foram analisadasné&roscépio optico (objetiva
20X), sendo fotografados quatro campos em cadarekiade da lamina para a contagem
do namero de nucleos apoptoticos e normais em cadpo. A média da porcentagem de

nucleos apoptodticos foi calculada entre os quatnopos para cada lamina.

3.12 Tratamento de miotubos em cultura para invegjar a influéncia do NO sobre

o conteudo e funcdo mitocondrial

A linhagem imortal C2C12 (ATCC) cedida pela ProBxa. Rosely Oliveira
Godinho (Depto. de Farmacologia — UNIFESP-EPMXfdiivada (1,25 x 1Dcélulas/mL)
em placas de petri de 100 mm de diametro em meicEMMGibco-n°12100-038)
suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% e isha@r@m incubadora com ambiente
umidificado a 37 C e 10% de GOO meio foi trocado por DMEM suplementado com soro
de cavalo (HS) 2% quando as culturas atingiam 7@cahfluéncia para induzir a
diferenciacdo das células, caracterizada pela fagéomacéo de miotubos multinucleados
(GODINHO; COSTA JR, 2003).

O tratamento com SNAP, L-Arginina ou L-NMMA foi ciado no oitavo dia de
cultivo, apos inducdo da diferenciacdo. Para artrahto das culturas com as drogas foi
considerada a meia vida das mesmas em solucacsupl@amentagcdo do meio com L-
Arginina foi realizada a cada 24 horas. Foramzatilas trés placas de cultura para cada
tratamento realizado simultaneamente com seus atdspe controles, isto &, células
cultivadas nas mesmas condi¢des, porém tratadasspem os veiculos das drogas. Ao
final do tratamento, as placas foram lavadas deassvcom PBS e os miotubos foram
retirados mecanicamente da placa, centrifugados3paminutos a 3000 rpm & 4°C. Os
precipitados obtidos foram armazenados a -80 Caatdilizacdo nos experimentos de
atividades enziméticaswestern blotting

Em trabalho anterior desenvolvido em nosso laboa{@ENGAN et al, 2007), ja
haviamos observado o aumento da coloragdo histazpufmara SDH em cultura priméria
de musculo esquelético de rato quando tratada ddAPS300nM por 48 horas. Assim,
desta vez, utilizamos além da concentracdo de SKH#Pque obtivemos resultado,
concentracdes menores (01, 30 M, 100nM e 300nM por 48 horas) (Tabela 5).

Para o tratamento com o subtrato da NOS, L-argitéstamos a concentracdo de 1
mM por 48 horas, pois em trabalho anterior foi olm#o que esta concentragdo é cerca de

10 vezes maior que a basal encontrada no soro lwengual ao pico plasmético obtido
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apods a infusdo intravenosa de 30 g de L-arginid@NG et al, 2006). E foram testadas
também as concentra¢cdes menores deM@ 100nM de L-arginina por 48 horas (Tabela
5).

Neste estudo, submetemos as células ao tratamemt@ énibidor ndo seletivo da
NOS, o L-NMMA, Ki=0,58 mM (CASEY; JOYNER, 2009) mancentracdo de 1 mM por

24 horas com base em estudos anteriores do groptage de elaboracgo

Tabela 5Drogas e condi¢des de tratamento de miotubos emraul

Droga ou Substratc Concentracéc Tempo de tratamentc
SNAP 10 uM 48 horas
SNAF 30uM 48 hora
SNAP 100 pM 48 horas
SNAF 300puM 48 hora

L-Arginina 10 nv 48 horas
L-Arginina 100nM 48 horas
L-Arginina 1 mM 48 hora:

L-NMMA 1 mM 24 horas

3.13 Avaliacéo da atividade dos complexos respiaios mitocondriais por

espectrofotometria

Miotubos obtidos conforme descrito no item 3.12aforresssuspendidos em 400
pL de tampéo de manitol (manitol 225 mM, sucrosenis, Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1
mM, pH 7,2) e submetidos a homogeneiza¢cdo com hengizpdor de vidro tip@otter
Elvehjemcom émbolo de teflon, a 4 C. Apos centrifugacap Jibminutos a 600g e 4 C, o
sobrenadante, contendo as proteinas, foi tranefgria um novo tubo e o precipitado
submetido a nova homogeneizacéo, centrifugacadetaado sobrenadante de proteinas. A
guantidade de proteinas no sobrenadante foi detadai pelo método do &cido
bicinconinico (BCA) conforme especificagdes do iedmte do kit utilizado Rierce BCA
Protein Assay Kjt O sobrenadante foi armazenado em aliquotas ‘& -p@ra posterior
utilizagdo nos ensaios de bioquimic@/estern blotting.

Para a andlise de atividade enzimatica, inicialméeterminamos a quantidade de
proteina total ideal para cada ensaio, atravésndbsa de curvas de atividade de cada
complexo enzimético com diferentes quantidadesrdeeima. Assim, para obtencdo das

melhores respostas enziméticas, foram utilizadasegsintes quantidades de proteinas

1 GAMBA, J.; GAMBA, L.T.; RODRIGUES, G.S.; MORAES,.T; TENGAN, C.H. Increased nitric oxide
synthesis in cells with tRNA" mutation. Artigo em elaborac&o.
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totais: 30 pg para o ensaio do complexo Il e 25p@ 0 ensaio do complexo IV. Os
ensaios bioquimicos foram feitos em cubetas detzpuate 1 mL com controle de
temperatura em espectrofotometro Cary 50 (Varidnjquisicdo dos dados foi feita
através dsoftwareKinetics do proprio equipamento.

Complexo 1V (citocromo c oxidase ou COX) A reacéo foi realizada & 37 C com leituras

a 550 nm e foram feitas medidas da queda na absoabesultante da oxidacdo do
citocromoc reduzido.

O tampé&o utilizado foi o fosfato de potassio dibgémnio (KHPQ,), 10 mM pH 6,5
com 1 mg/mL BSA.

Tampao e amostra (25 pg de proteina) foram colecadocubeta e a reacéo foi
iniciada com a adi¢do de citocrongoreduzido (para concentragéo final de 10 uM). O
citocromoc foi previamente reduzido utilizando-se ditionitle s6dio. Obteve-se registro
por 180 segundos antes e apds a adicdo de lautbdsideo (2,4 mM) realizada para
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externasgguida, a reacao foi inibida com
cianeto de potassio (KCN) (0,4 mM) (BARRIENTOS, 2p(Coeficiente de extingdo 19.1
mM*emt.

Complexo Il (succinato ubiguinona oxido redutase)A reacao foi realizada a 37 C com

leituras a 600 nm e foram feitas medidas da quad#bsorbancia resultante da redugao do
2,6 diclorofenolindofenol (DCPIP).

A amostra (30ug de proteina) foi incubada por Sutois & 37 C com tampéo fosfato
de potassio 10 mM, pH 7,8, EDTA 2mM, BSA 1mg/mLswccinato 10 mM (agente
redutor). Adicionou-se 4 uM de rotenona (inibide cbmplexo 1) com registro por 60
segundos, em seguida KCN (0,88 mM) (inibidor compl®/), ATP (200 uM) e DCPIP
(80 uM) com registro por 40 segundos. A reacamioiada com decilubiquinona (80 pM)

e inibida com tenoiltrifluoracetona (TTFA) 1 mM.ABRRIENTOS, 2002). Coeficiente de

extingdo 19.1 mMem™.

3.14 Western Blotting

Para oWestern blotting foram utilizadas as mesmas amostras, obtidascoaf
descrito no item 3.13, preparadas em tampao deohdastas amostras foram aquecidas a
94°C por 2 minutos em tamp&o contendo: dodecihBulfie sodio (SDS) 10%, EDTA 10
mM, acido etilenoglicol tetra-acético (EGTA) 10 mWkjs 63 mM, pH 6,8, Glicerol 6% e
ditiotreitol (DTT) 50 mM. E quantidades iguais defeinas (10vg) foram submetidas a
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eletroforese em gel constituido de: acrilamida 1d%s 0,37 M, pH 8,8, SDS 0,1%,
persulfato de amonio 0,1% e tetrametiletilienediam{iEMED). O stacking gelfoi
constituido de: acrilamida 5%, Tris 0,12 M, pH &8S 0,1%, persulfato de amdnio 0,1%
e TEMED. Apés a eletroforese, as proteinas foransferidas eletricamente a 300 mA
por 2 horas para uma membrangpdégvinylidene difluoridgPVDF) 0,2 m (Hybond™-

P, GE).

A membrana foi bloqueadavernightcom leite 5% em TBS-T (0,1% Tween-20 em
TBS), incubada com o anticorpo primario anti SDH-@pbunidade do Complexo II)
(Mitoscience), na concentracao de fgfmL, em TBS-T com 1% de leite, durante 1 hora,
em temperatura ambiente. Em seguida, a membranandabada com o anticorpo
secundério antinouseconjugado a peroxidase (Sistema ECL, Amershangpneentragédo
1:10.000 por 1 hora, em temperatura ambiente coedgitagdo. A detecgdo do sinal foi
realizada utilizando-se os reagentes de detecgster{ta Super Signal, Pierce), seguida da
obtencéo de autoradiografias.

A analise poWestern blottingoi realizada nas mesmas amostras utilizadasgara

analise bioguimica, sendo, portanto, em triplicas grupos foram analisados sempre no
mesmo gel, para que ndo houvesse problemas quadiferancas de transferéncia e
qguantidade de proteina colocada no gel. Mesmo assirmembranas foram coradas com
Comassie Blue a banda de 42 kilodaltons (KDa) correspondentetiaa foi identificada,
j& que é uma das duas proteinas musculares, jomt@aniosina, em maior quantidade no
musculo esquelético. As bandas de 70 KDa corregptes a subunidade Fp de SDH na
radiografia foram quantificadas e normalizadas efacéo a intensidade da banda da
actina na membrana, para que ndo houvesse eraoforeldos a possiveis diferencas de
qguantidade de proteina no gel. A quantificacdolaslas de SDH-Fp e actina foi feita
através do software de andlise de imagens Imag@8%.1Assim a intensidade da banda
SDH-Fp corrigida pela intensidade da banda deadtino critério utilizado para andlise

do conteudo mitocondrial.

3.15 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utiliaeselo software GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, SagaDCalifornia USA).
A comparagéo dos parametros quantitativos entgrugms foi realizada utilizando

0s testes paramétricos: testpara comparar dois grupos ou ANOVA com pos-teste d
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Tukey ou de Dunnet para comparar trés ou mais grupe analises ndo paramétricas
foram realizadas com os testes de Mann-Whitney gamgparar dois grupos ou Teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para compiaésrou mais grupos. Foi realizado o
teste de normalidade Shapiro-Wilk para determinaal dipo de andlise deveria ser
aplicada: paramétrica ou ndo paramétrica. A sichniitia estatistica foi estabelecida com
p<0,05.
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4.1 Analise quantitativa das marcac¢fes histoquimas em fibras musculares

humanas

4.1.1 Analise quantitativa das marcacdes histoquinas de fibras musculares

normais dos tipos | e Il.

Fibras normais, isto €, sem alteracdes mitocorslriboram selecionadas e
classificadas em fibras do tipo | ou Il atravésidgerminacéo histoquimica da ATPase. As
fibras do tipo | séo fibras de contragdo lentaigadlificil, e ricas em mitocdndrias. E as
fibras do tipo Il séo fibras de contracéo rapidalida facil, e pobres em mitocondrias.
Esta diferenca do contetdo mitocondrial presens¢éandibras foi detectada corretamente
em nosso estudo através das determinacdes hisiogaime SDH e COX. Nossos
resultados mostraram que as fibras normais dol tagwesentaram atividades de SDH e
COX 50% e 39% maiores que aquelas de fibras nomoeaigo Il (Tabela 6 e Figura 10).
Estes resultados mostraram que as histoquimicgDie e COX realizadas em nosso
estudo sdo métodos eficazes para a determinagéantido e fungdo mitocondrial.

As fibras normais do tipo | também apresentarawidaiiie da NOS sarcoplasmatica
42% maior que aquela de fibras normais do tipe hao houve diferenca significante da
atividade da NOS sarcolemal entre estes dois tigofibras (Tabela 6 e Figura 10). Isto
mostra que a atividade da NOS sarcoplasmética érmas fibras normais com o maior
conteddo mitocondrial. E a atividade da NOS samalendo varia entre os dois tipos de

fibras.

Tabela 6-Andlise quantitativa das atividades de SDH, COX, SNO
sarcoplasmaética e sarcolemal nas fibras normaispis| e |I.

Atividade Enzimatica (U.A.)

Tipo de fibra SDH COX NOS SP NOS SL
Tipo | 0,24 +0,08 0,23 +0,08 0,12+0,08 0,35 +0,06
Tipo Il 0,12 +0,02 0,09 0,03  0,05+0,01 0,33 +0,06

N 20 20 20 20

Valores expressos em média + desvio padrao da m¥draero de fibras analisadas
(N), unidades arbitrarias (U.A.), NOS no sarcoplaghOS SP), e NOS no sarcolema
(NOS SL). (1) indica diferenca significante em ¢éla as fibras do tipo Il pelo tegte
p<0,05.
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Figura 10-Atividade de SDH, COX, NOS sarcoplasmate e sarcolemal de fibras musculares
humanas normais dos tipos | e Il As fibras do tipo | apresentaram atividades de SOEX e
NOS sarcoplasmatica maiores que aquelas das floréipo Il. Testd, ***p<0,0001. Cada barra
representa a médiadesvio padrdo da média (n = 20).

Os resultados que serdo apresentados nos proxiemss(4.1.2 a 4.1.5) referem-se
as andlises quantitativas de coloracBes histoqagmiealizadas em fibras normais e
alteradas (com proliferagédo e/ou deficiéncia mitot@l), e mostram as diferencas
observadas entre estas fibras. Inicialmente reatizaas analises de fibras normais e
alteradas do tipo | separadamente das analisdthdas normais e alteradas do tipo 1. No
entanto, como as diferengcas observadas entre s filormais e alteradas do tipo |
seguiam um padrdo semelhante as diferencas obasreatie as fibras normais e alteradas
do tipo Il (apéndice), realizamos uma s6 anélise @ibras normais e alteradas dos tipos |

e ll.

4.1.2 Analise quantitativa da marcacao histoquimica da SB nas fibras musculares

normais e alteradas.

Ao realizarmos a andlise constatamos que as fibieigslmente denominadas de
sem prol/COX- apresentavam atividade de SDH 26,&36mdo que a de fibras normais, o
que era estatisticamente significante. Isto ocorpis 75% das fibras Baixa Prol.
apresentou valores da atividade da SDH mais préimiaovalor maximo obtido em fibras

normais, tornando este grupo diferente do grupofidess normais que n&o tem
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proliferacdo de mitocOndrias. Este resultado suggere estas fibras contém um maior
conteudo mitocondrial que as fibras normais, owa,sejgum grau de proliferacdo
mitocondrial, e por isso, passaram a ser denonsnddafibras com baixa proliferacéo
mitocondrial (Baixa Prol.). Asragged red fibers(RRF), que s&o fibras com alta
proliferagdo mitocondrial, apresentaram atividadeSDH 176,9% maior que aquela de
fibras normais e 150,1% maior do aquela das fiBaiza Prol./COX-. (Tabela 7 e Figura
11).

Tabela 7Andlise quantitativa da atividade da SDH nas fibras
normais e alteradas.

Atividade da SDH (%)

Caracteristicas . Baixa
das fibras Normais Prol./COX- RRF
Média + D.P. 100,0+19,9126,8+36,1" 276,9+97,%
Méaximo 183,3 183,1 859,6
Minimo 33,9 36,0 183,4
N 887 432 478

Valores expressos em médiadesvio padrao (D.P.) da média. NUmero
de fibras analisadas (N). (1) indica diferenca ificante em relacdo as
fibras normais, (2) indica diferenca significanta eelacdo as fibras
normais e as fibras Baixa Prol./COX-. Teste de KalisVallis com pés-
teste de Dunn, p<0,05.

Figura 11-Atividade da SDH nas fibras musculares hmanas normais e alteradasAs fibras
alteradas apresentaram atividade da SDH maior quela de fibras normais, sendo que esta
atividade nas RRF foi maior que aquela de fibraga@aBrol./COX-. Teste de Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn, ***p<0,0001. Grafico: Box Plortmediana, minimo, maximo e percentis de
25 e 75%.
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4.1.3 Analise quantitativa da marcacao histoquimica da C® nas fibras musculares

normais e alteradas.

As fibras COX positivo (COX+) apresentaram atiddala COX 73,7% maior que
aquela de fibras normais, pois sdo fibras com ferafdo mitocondrial e, portanto, a
atividade da COX é maior devido ao maior numeromid®condrias. As fibras com
deficiéncia parcial (DEF COX) e COX- apresentardividades da COX 53,9% e 89,1%
menores que aquela de fibras normais, sendo aadwidas fiboras COX- 35,2% menor

que aquela de fiboras DEF COX (Tabela 8 e Figura 12)

Tabela 8-Atividade da COX nas fibras normais e alteradas.
Atividade da COX (%)

Caracteristicas

; Normais COX+ DEF COX COX-
das fibras
MédiatD.P. 100,0+26,7 173,7+100,6’ 46,1+15,7 10,9+8,%
Maximo 297,3 607,9 99,6 31,4
Minimo 32,C 47,7 32,1 0,0
N 887 165 33 712

Valores expressos em meédialesvio padréo (D.P.) da média. Numero de fibras
analisadas (N). (1) indica diferenca significanterelacéo as fibras normais, (2)
indica diferencga significante em relacéo as fibrasnais e as fibras DEF COX.
Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, @50,
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Figura 12-Atividade da COX nas fibras musculares hmanas normais e alteradasAs fibras

RRF/COX+ apresentaram atividade da COX maior queelagdas fibras normais e as fibras
RRF/DEF COX e COX- apresentaram atividade da COXamgque aquela das fibras normais. A
atividade da COX nas fibras COX- foi menor que ¢mjdas fibras DEF COX. Teste de Kruskal-
Wallis com pés-teste de Dunn, ***p< 0,0001. GréafiBmx Plot com mediana, minimo, maximo e

percentis de 25 e 75%.

4.1.4 Analise quantitativa da atividade da NOS em relacdoa proliferagcdo

mitocondrial e atividade da COX nas fibras musculaes normais e alteradas.

Apos a classificacdo de cada fibra segundo a prafifio mitocondrial e atividade
da COX considerando a quantificagdo das marcac¢sqhimicas de SDH e COX,
realizamos a analise das atividades da NOS nolearace sarcoplasma considerando a
quantificacdo das marcagfes histoquimicas da NADR&idsarcolema e sarcoplasma,
respectivamente.

Observamos que a atividade da NOS no sarcolemiibdas alteradas foi 31,2% a
64,1% maior que aquela de fibras normais. E adatilé da NOS no sarcolema das RRF
foi 20,9% a 32,9% maior que aquela de fibras BRoa./COX-. (Tabela 9 e Figura 13
A).

A atividade da NOS no sarcoplasma das RRF/COX+ E/BRF COX foi 167,4%

e 125,8% maior que aquela de fibras normais. Aidgeitle da NOS no sarcoplasma das
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RRF/COX- néo foi diferente daquela de fibras nosraia atividade desta enzima nas
fibras Baixa Prol./COX- foi 39,2% menor que aquidafibras normais (Tabela 10 e Figura
13 B).

Tabela 9-Atividade da NOS no sarcolema das fibras normaicoen alteragcbes
mitocondriais.

Atividade da NOS no sarcolema (%)

Caracteristicas RRF/DEF Baixa
das fibras NL RRF/COX+ COX RRF/COX- Prol./COX-
MédiatD.P. 100,0+19,9160,8+51,% 164,1+53,8 152,1+41,¥ 131,2+388
Méaximo 167.,4 309,0 277,2 296,1 2911

Minimo 28,4 48,5 86,8 54,3 43,2

N 887 165 33 280 432

Valores expressos em médiaesvio padrédo (D.P.) da média. Niumero de fibratisadas (N). (1)
indica diferenca significante em relacédo as fibmasmais, (2) indica diferenca significante em
relacdo as fibras normais e as fibras Baixa PONC Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
Dunn, p<0,05.

Tabela 10Atividade da NOS no sarcoplasma das fibras normeaisom alteragdes
mitocondriais.

Atividade da NOS no sarcoplasma (%)

Caracteristicas RRF/DEF Baixa
das fibras NL RRF/COX+ COX RRF/COX- Prol./COX-
MédiatD.P  100,+35,6 267,44273,<Y 225 ¢+175,1Y 1343+1152 60,7546,
Maximo 350,2 2046 840,6 1060,0 299,5
Minimo 0,C 0,C 16,1 0,0 0,C
N 887 165 33 280 432

Valores expressos em médialesvio padréo (D.P.) da média. Nimero de fibratisadas (N). (1)
indica diferenca significante em relagdo as filmasnais. Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn, p<0,05.
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Figura 13-Atividade da NOS nas fibras musculares hmanas normais e alteradasA: Todas

as fibras alteradas apresentaram atividade da MOSarcolema, maior que aquela das fibras
normais, no entanto, a atividade da NOS no sare@k®s RRF foi maior que aquela das fibras
Baixa Prol./COX-B: as fiboras RRF/COX+ e RRF/DEF COX apresentaramdatile da NOS, no
sarcoplasma, maior que aquela das fibras normaas, fdbras Baixa Prol./COX- apresentaram
atividade da NOS, no sarcoplasma, menor que adasléibras normaisteste de Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn, *p<0,05, ***p<0,0001. Grafic Box Plot com mediana, minimo,
maximo e percentis de 25 e 75%.

Nossos resultados mostraram que, no sarcoleméyidade da NOS varia de
acordo com o contetdo mitocondrial, pois todasitamd com proliferagdo mitocondrial
apresentaram atividade da NOS maior que aquelddss fnormais. Além disso, as RRF
apresentaram atividade da NOS maior do que aquefibchs Baixa Prol./COX-. Nas
RRF, as variagbes da atividade da NOS, no sarcoleémaforam correlacionadas com
variacdes de atividade da COX, ja que ndo houverditas entre as RRF/COX+,
RRF/DEF COX e RRF/COX-.

No sarcoplasma, a atividade da NOS variou tantaa®do com a proliferacéo
mitocondrial quanto com a fungdo mitocondrial, pgesmostrou maior nas RRF/COX+,
RRF/DEF COX, inalterada nas RRF/COX- e menor nbhgdi Baixa Prol./COX- em

relacdo as fibras normais (Figura 14).
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Figura 14-Colorag6es histoquimicas de criosec¢Besriadas de musculo de pacientes com
delecdes multiplas no mtDNA.Figura mostra altera¢gfes localizadas nas biopkiaspacientes
gue apresentaram: fibras normais do tipo | (NLI)(&L 1) e fibras alteradas (RRF/COX+ tipo |,
RRF/DEF COX tipo I, RRF/COX- tipo Il e COX- tipo.Ips fibras RRF/COX+ e RRF/DEF COX
apresentaram atividades da NOS, no sarcoplasma sanwolema, maiores do que as fibras
normais. As fiboras RRF/COX- e Baixa Prol./COX-, eg@ntaram atividade da NOS, no sarcolema,
maior do que as fibras normais. E as fibras Ban/2OX- apresentaram atividade da NOS, no
sarcoplasma, menor do que as fibras normais.
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4.1.5 Analise quantitativa da atividade da NOS em relacd@o tipo de mutacéo

genética presente nas fibras musculares normais #exadas.

Todos os pacientes com mutagdes no mtDNA, istoo delecBes, mutagdes
pontuais no tRNA", ou insercdo 4370A no tRNR, apresentaram fibras alteradas com a
atividade da NOS no sarcolema 38,3% a 67,7% maiqueé aquela de fibras normais. As
fiboras com mutacdes no tRNfA apresentaram atividade da NOS, no sarcolema, 29,4%
maior do que aquela de fibras com dele¢Oes (Takkela Figura 15 A). A atividade da
NOS no sarcoplasma foi 44,1% e 191,9% maior nasdialteradas com inser¢cao ou
mutacdes pontuais no tRNA e 14,2% menor naquetaasficom delecdes do que nas

fibras normais (Tabela 12 e Figura 15 B).

Tabela 11Atividade da NOS no sarcolema em relacdo ao tipmatacao no

MtDNA.
Atividade da NOS no sarcolema (%)
Caracteristicas NL Delecdes Mutac;lﬁes Insergéo
das fibras tRNA®" 4370A
MédiatD.P. 100,0+19,9138,3+41,8" 167,750, 147,2+34 9
Méxima 167,z 296,1 309,( 213,(
Minimo 28,4 43,2 48,5 92,2
N 887 718 177 15

Valores expressos em médiadesvio padrao (D.P.) da média. Namero de fibras
analisadas (N). (1) indica diferenca significante lacdo as fibras normais e (2)
indica diferenca significante em relacdo as fibvam delecdes. Teste de Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn, p<0,05.

Tabela 12Atividade da NOS no sarcoplasma em relacdo aalgpmutacao

no mtDNA.
Atividade da NOS no sarcoplasma

Caracteristicas ~ Mutacoes Insercao

das fibras NL Delecbes tRN,E\'eu 437(;;A
Média+tD.P ~ 100,0+35, 85,8+71, 291,9+277,V 144,1+75,
Méaximo 350,2 489,9 2046 285,4

Minimo 0,0 0,C 9,2 68,k
N 887 718 177 15

Valores expressos em médiadesvio padrao (D.P.) da média. NUumero de fibras
analisadas (N). (1) indica diferenca significanterelacdo as fibras normais. Teste
de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn, p<0,05.
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Figura 15-Atividade da NOS nas fibras musculares hmanas normais e com mutaces no
MtDNA. A: todas as fibras com alguma alteragdo no mtDNAsaptaram atividade da NOS, no
sarcolema, maior do que as fibras normais, seratvidade nas fibras com a mutacéo tRNA
maior do que nas fibras com delecdBs.as fiboras com mutacdes no tRRAapresentaram
atividade da NOS, no sarcoplasma, maior que assfilmormais, e as fiboras com delecdes
apresentaram a atividade desta enzima menor dagyjfibras normais. Teste de Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn, ***p< 0,0001. Grafico = BBt com mediana, minimo, maximo e
percentis de 25 e 75%.

Estas variagdes na atividade da NOS entre as fibitasadas com delegbes e
aquelas com mutacdes no tRR{Aocorrem pelo fato de haver uma maior proporgéo de
fiboras RRF/COX- e Baixa Prol./COX- nos pacientematelecées e de fiboras RRF/COX+
e RRF/DEF COX nos pacientes com mutagdes no t&Pabela 13).

Tabela 13Distribuicdo das fibras com dele¢des, mutacdo AR e insercéo 4370A
no mtDNA, quanto a quantidade e tipo de fibrasrafias.
Quantidade de Fibras Alteradas (%) pelo Tipo de

Tipo de fibra Mutacéo no mtDN;
Delegdes Mutacdo tRNA Insercéo 43702
RRF/COX+ 5,2 72,2 0,C
RRF/DEF COX 2,2 9,6 0,0
RRF/COX 35,¢€ 10,2 26,7
Baixa Prol./COX- 56,7 7,9 73,3
N 71€ 177 15
Total 100,0 100,0 100,0

Destaque em retangulo vermelho: maioria das fiboms delegbes sdo RRF/COX- ou Baixa
Prol./COX-. E maioria das fibras com mutacdes nblAR' sdo RRF/COX+ ou RRF/DEF
COX.Numero de fibras analisadas (N).
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4.1.6 Analise quantitativa de histoquimicas em fibras musulares de pacientes com

padréo histolégico diverso

Realizamos o estudo da atividade da NOS em outms pacientes que
apresentaram padrdo histologico diverso e de origetecular diferente dos grupos
anteriormente analisados. A andlise destes pasiéitéeita separadamente. O paciente 26
ndo apresentou fibras normais, assim, ndo pudeazes & normalizacdo em relagdo a
estas fibras controle no mesmo corte para comparEmente com os demais pacientes.
O segundo paciente, 25, ndo apresentou fibras dmmages mitocondriais (RRF ou
deficiéncia de COX), o que também impossibilitowardlise conjunta com os demais
pacientes.

O paciente 26 apresentou todas as fibras alterdeldo a uma mutagédo n&o
identificada em gene nuclear levando a uma defi@édifusa da SDH e acumulo de
gordura (RODRIGUES et al., 2008). Foi possivel eniificacdo de dois tipos de fibras
alteradas: o primeiro tipo sem acumulo de gorduenor deficiéncia de SDH e atividades
de COX, NOS no sarcoplasma e no sarcolema norr@aisegundo tipo apresentou
acumulo de gordura, maior deficiéncia de SDH eiddile da COX 261,5% maior do que
o primeiro tipo de fibra. Esta maior atividade d&®>C evidenciou a presenca de
proliferagdo mitocondrial nestas fibras, que nadepser detectada através da histoquimica
da SDH, pois sao fibras com alta deficiéncia destama. Ja o primeiro tipo de fibra ndo
apresentou proliferacdo mitocondrial, pois a atidiel da COX esta normal (Figuras 16 e
17 e Tabela 14).
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Figura 16- Coloragbes histoquimicas de criosecc¢dssriadas de musculo do paciente 26

com mutacdo ndo identificada no DNA nuclear.1-fibora sem acimulo de gordura,
atividades da COX, NOS no sarcolema e no sarcoplassmmais e menor deficiéncia da
SDH em relagéo as fibras 2 que possuem acumulmidiig, maior deficiéncia da SDH,

COX+ (proliferagdo mitocondrial) e maiores atividadda NOS no sarcolema e no
sarcoplasma.

Tabela 14Atividade da COX nas fibras com e sem proliferagdo
mitocondrial do paciente 26.

Atividade da COX (%)

Caracteristicas ~ Sem proliferacédo Com proliferacéo
das fibras Mitocondrial Mitocondrial
Média+D.P. 100,0+59,0 361,5+116)8
Méaximo 200,2 451,5
Minimo 36,4 112,9
N 10 8

Valores expressos em médialesvio padréo (D.P.) da média. Namero
de fibras analisadas (N). (1) indica diferencaificante em relacdo as
fibras sem proliferacdo mitocondrial. Teste de Mavnitney, p<0,05.
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Figura 17-Atividade da COX nas fibras musculares aéradas do paciente 26As fibras com
acumulo de gordura e maior deficiéncia da SDH amtasam atividade da COX maior do
que as fibras sem acumulo de gordura e menor éefiei da SDH. A maior atividade da
COX nestas fibras indica a presenca de proliferagéiocondrial. Teste de Mann-Whitney,
***n<0,0001. Gréafico = Box Plot com mediana, mininmaximo e percentis de 25 e 75%.

As fibras com proliferacdo mitocondrial também aprearam atividades da NOS
no sarcoplasma e no sarcolema, 108% e 39%, regeetnte, maiores que aquelas de
fibras sem proliferagéo (Tabela 15 e Figura 18)stdlecaso, podemos concluir que a
deficiéncia do complexo Il ndo levou a uma redugaoatividade da NOS e que as
atividades da NOS no sarcoplasma e no sarcoleragaestaumentadas nas fibras com
proliferagdo mitocondrial seguindo o mesmo padréofigado nos grupos apresentados

anteriormente.

Tabela 15Atividade da NOS no sarcoplasma e no sarcolemafibegs com e sem
proliferacdo mitocondrial do paciente 26.

Atividade da NOS Atividade da NOS
no sarcolema (%) no sarcoplama (%)
Cadractgrlstlcas Sem Prol. Com Prol. Sem Prol. Com Prol.
as fibras
Médie 10C,0+14,1 13¢,4+352% 100,027, 20€,2+99,cV
Méaximo 130,0 205,1 138.,6 445,7
Minimo 84,1 111,¢ 70,2 138,¢
N 10 8 10 8

Valores expressos em médialesvio padrdo (D.P.) da média. Namero de fibradisadas (N). (1)
indica diferenga significante em relagdo as fitmam proliferagdo mitocondrial (Sem Prol.). Com
proliferacdo mitocondrial (Com Prol.). Teste de MaMNhitney, p<0,05.
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Figura 18-Atividade da NOS nas fibras musculares ¢o e sem proliferagdo mitocondrial do
paciente 26 As fibras com proliferagdo mitocondrial apresentasdividade da NOS no sarcolema
(A) e no sarcoplasmg) maiores do que as fibras sem proliferacdo. TestMalen-Whitney,
**n<0,001 e ***p<0,0001. Grafico = Box Plot com miada, minimo, maximo e percentis de 25 e
75%.

O outro paciente 25 apresentou bidépsia muscular atividades normais de SDH,
COX e NOS (Figura 19), apesar de apresentar umacgawt(G14459A) em MT-ND6
(NADH desidrogenase 6 codificada pelo mtDNA). Bststacédo estava presente de forma
homoplasmica no muasculo, o que significa 100% d®N#t deste tecido mutado,
resultando em um provavel defeito no complexolR&Y et al., 2003) cuja atividade nédo
é detectada pelos métodos histoquimicos. Estetadsusugere que a atividade da NOS

ndo é afetada por um defeito neste complexo.

Figura 19- Coloragbes histoquimicas de criosecc¢dssriadas de musculo do paciente 25m
mutacdo em gene mitocondrial (ND6)N&o é possivel a identificacdo de fibras altergutdss
métodos histoquimicos utilizados neste estudo.

A andlise dos pacientes 25 e 26, que possuem atiiS®logicos diversos do
grupo anteriormente analisado, confirma a correlagétre proliferacdo mitocondrial e
aumento da atividade da NOS, no sarcoplasma (qubhédatividade da COX) e no
sarcolema (paciente 26), além disso, mostra quefagéncias dos complexos | (paciente

25) e Il (paciente 26) nao afetam a atividade destana.
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4.2 Andlise do conteudo e funcdo mitocondrial em célas miogénicas C2C12

tratadas com droga doadora de NO, subtrato da NO8 antagonista da NOS.

4.2.1 Avaliagédo da adequacao das amostras de mioas

Para avaliar a influéncia do NO na proliferagdo uemcéio mitocondrial os
experimentos seguintes foram realizados utilizandura de células da linhagem C2C12,
de origem murina, que se diferenciam em musculoeético (miotubos). A figura 20

mostra o desenvolvimento e a diferenciacdo degtalasin vitro.

Figura 20-Cultura de células miogénicas C2C12A esquerda, células miogénicas C2C12 néo
diferenciadas. A direita, células C2C12 diferenasadm miotubos.

Os tratamentos com o doador de NO, SNAP, com drsuibsla NOS, L-arginina e
com o antagonista da NOS, L-NMMA, néo alteraraniferehciacdo das células tratadas
quando comparadas com as células ndo tratadasolepridados ndo mostrados). Além
disso, a andlise das bandas de proteina das aswatealas e ndo tratadas em gel corado

com Coomassie blue ndo mostrou diferencas no pgaodéico, sugerindo o mesmo grau
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de diferenciacdo, e também comprovou o bom estag@uihostras, isto €, sem degradacao

(Figura 21).

Figura 21-Padrao de proteinas ap6s eletroforese egel denaturante corado pelo Coomassie
blue. As amostras de proteinas das células tratadas SNWP, L-arginina e L-NMMA
apresentaram um padrdo de bandas similar ao de respgctivos controles (células sem
tratamento). Além disso, as amostras estavam emdumalicoes, isto €, sem degradacao.

4.2.2 Analise do contetudo mitocondrial nos miotutsotratados porWestern blotting

A andlise da regresséo linear do efeito do tratéonéas culturas com SNAP 100
mM e 300mM mostrou 0 aumento da expressao da subunidaderdplexo Il, SDH-Fp,
indicando o0 aumento do contetdo mitocondrial. N@&eovamos alteragédo na expressao de

SDH-Fp em células tratadas com SNAPM e 30mM (Tabela 16 e Figura 22).

Tabela 16-Expresséo de SDH-Fp nos miotubos tratados com ARS8 horas.

Expressdo de SDH# (

Controle 10mM 30V Controle  10CniM 30CmV
MédiatD.P 100,0+40, 132,4+57, 111,8+14, 100,0+4, 110,4+3, 125,9+9,
) 1 2 9 8 7 3
N 3 3 3 3 3 3

Valores expressos em médialesvio padrao (D.P.) da média. NiUmero de placalssadas (N).
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Figura 22-Expressdo de SDH-fp nos miotubos tratadasom SNAP.O tratamento por 48 horas
com SNAP 100mM e 300 mM promoveu um aumento significante e linear do eddb
mitocondrial (r=0,89). O tratamento com SNAP &M e 30 M ndo alterou o contetddo
mitocondrial (r=0,065). Regressao linear p<0,05.

Apenas o tratamento com L-arginina 1mM por 48 hgrasmoveu o aumento
significante da expressdo de SDH-Fp em relacA®matvate, as demais concentragdes, 10
mM e 100nM, n&o alterarm a expressao de SDH-Fp (TabelaHigwa 23). O tratamento
dos miotubos com o inibidor ndo seletivo da NOS,-NMMA 1 mM, por 24 horas
resultou na diminuicdo da expressdo de SDH-Fpcatido de diminuicdo do conteudo
mitocondrial (Tabela 18 e Figura 24).

Tabela 17-Expressédo de SDH-Fp nos miotubos tratados comibiaagpor 48 horas.
Expressao de SDH-Fp (%)

Controle 10nmM 10Cnivi 1mM
MédiatD.P. 100,0+22,9 131,7+6,1 1425485 180,932,
N 3 3 3 3

Valores expressos em meédialesvio padréo (D.P.) da média. Namero de placaksadas (N).
(1) indica diferenca significante em relacdo actmb@ ndo tratado. ANOVA com pés-teste de
Dunnet, p<0,05.



80

Figura 23-Expressédo de SDH-fp nos miotubos tratadasom L-arginina. Apenas o tratamento

por 48 horas com L-arginina 1 mM promoveu um aumeignificante do conteido mitocondrial
em relagdo ao controle ndo tratado. ANOVA com @éset de Dunnet, **p<0,01. Cada barra
representa a médiadesvio padrdo da média.

Tabela 18-Expressédo de SDH-Fp nos miotubos tratados com L-MMadr 24
horas.

Expresséo de SDH-Fp (%)

Controle 1mM
MédiaD.P. 100,0+6,4 77,2+1473
N 3 3

Valores expressos em média desvio padrdo (D.P.) da média. Niumero de placas
analisadas (N). (1) indica diferenca significanterelagéo ao controle néo tratado. Téste
p<0,05.

Figura 24- Expresséo de SDH-fp nos miotubos tratados com L-NMMK. O tratamento com L-
NMMA 1 mM por 24h diminuiu a expressdo de SDH-fp ealacdo ao controle ndo tratado. Teste

t. *p<0,05. Cada barra representa a médigsvio padrao da média.
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4.2.3 Analise da quantidade de proteina celular tal e atividades enzimaticas nos

miotubos tratados por espectrofotometria

A partir do lisado celular, realizamos analisegdantidade de proteina celular total
de placas de 100 mm e da fungéo mitocondrial pel#ida das atividades das enzimas dos
complexos da cadeia respiratéria: Cll (succinatéquihona o6xido redutase) e CIV
(citocromoc oxidase ou COX).

Quanto a analise de proteina celular total, ortratdo das células C2C12 com
SNAP 100nM e 300nM reduziu de forma significante e linear o contepdotéico total.
(Tabela 19 e Figura 25 B). E os tratamentos com BNAMM e 30, L-arginina e L-
NMMA néo alteraram a quantidade de proteina tdtabgélas 19, 20 e 21 e Figura 25 A, C
e D).

Tabela 19Proteina total de miotubos tratados com SNAP ahds de placa de 100mm.

Proteina Totalrfg) nos Tratamentos com SNAP (48h)

Controle 10niM 30 Controle 100 300

Média+ 650,0+ 594,0+ 626,0+ 792,0+ 506,7+ 438,3+

D.P. 133,1 46,9 75,0 70,5 83,7 144,0
N 3 3 3 3 3 3

Valores expressos em médiaesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placassadas (N).

Tabela 20Proteina total de miotubos tratados com L-Argingnaxtraidos de placa de
100 mm.

Proteina Totalrfg) nos Tratamentos com L-Arginina por 48h

Controle 10nmM 10CniM 1mM
MédiaxD.P 650,0+133, 533,3+91, 617,3+77, 526,052,
N 3 3 3 3

Valores expressos em médiaesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placassadas (N).

Tabela 21Proteina total de miotubos tratados com L-NMMA &ados de placa
de 100 mm.

Proteina Totalrfg) no Tratamento com L-NMMA por 24h

Controle 1mM
MédiaxD.P. 554,3+53,2 545,7+22.1
N 3 3

Valores expressos em média desvio padrdo (D.P.) da média. Niumero de placas
analisadas (N).
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Figura 25-Quantificacdo da proteina celular total.Efeito do SNAP 10 M e 30 M (r=0,07)
(A), SNAP 100 M e 300 M (r=0,75)(B), L-arginina 10 M, 100 M e 1 mM(C) e L-NMMA 1
mM (D) no contetdo protéico total. O tratamento por 48h &NAP 100 M e 300 M promoveu
a diminuicdo linear da quantidade de proteina .tdda demais tratamentos ndo alteraram o
contetido protéico. Regresséo linear, p<0,05. TtestddNOVA com péds-teste de Dunnet. Cada

barra representa a médialesvio padrdo da média.

Quanto & analise da fungdo mitocondrial atravésnddida das atividades dos
complexos Il e IV, identificamos uma correlacdoedin entre atividade de Cll e
concentracdo de SNAP, mostrando uma clara redug@ivddade de Cll com o aumento
da concentracdo de SNAP. A mesma correlacdo nabsarvada em relacdo ao CIV nas
concentracdes de 10 uM e 30 uM. Uma reducéo liice@bservada apenas nos miotubos
tratados com SNAP 10€M e 300mM (Tabela 22 e Figura 26).
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Tabela 22Atividade enzimética do Complexo Il e IV para otaraento

com SNAP.
Cll (%) CIV (%)
Tratamento Tempo Média+D.P. MédiatD.P.
Controle 48h 10C,0+4,3 10C,0+4,¢
SNAP 1(niM 48h 82,949,3 91,345,7
SNAP 30nmv 48h 76,3+2,9 96,0+7,9
N 3 3 3
Controle 48h 100,0+7,6 100,0+18,6
SNAP 10(nmM 48h 84,148,1 62,7+4,1
SNAP 300nM 48h 39,4152 54,0+17,2
N 3 3

Valores expressos em médialesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placas
analisadas (N).

Figura 26-Atividades dos Complexos Il e IV nos miatbos tratados com SNAPDiminuicao
linear da atividade de CII nos miotubos tratadas &NAP 10mM e 30mM (r=0,81) (A),
100mM e 300mM (r=0,97) (B) Diminuicéo linear da atividade de CIV nos miotsiliatados
com SNAP100 nM e 300 nM (r=0,73) (B) N&o houve alteragdo da atividade de CIV nos
miotubos tratados com SNAP i®/1 e 30mM (r=0,16) (A)Regresséo linear, p<0,05.

Apenas o tratamento com L-arginina 1 mM por 48 fignmoveu a diminui¢céo
significante das atividades dos complexos Il e W eelacdo ao controle, as demais
concentracdes, 1M e 100nM, ndo alteraram as atividades destes complexos

enziméticos (Tabela 23 e Figura 27).
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Tabela 23Atividade enzimética do Complexo Il e IV para otaraento
com L-arginina.

Cll (%) CIV (%)
Tratamento Tempo Média+D.P. MédiatD.P.
Controle 48t 100,0+11, 100,048,.
L-argininal0niv 48h 92,4+1,4 88,015,6
L-arginina 100V 48h 89,5+8,7 98,1+4,3
L-argininalmM 48F 81,2+4 4 82,3+9,@
N 3 3

Valores expressos em médialesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placas
analisadas (N). (1) indica diferenca significante eelacdo ao controle néo
tratado. ANOVA com pds-teste de Dunnet, p<0,05.

Figura 27-Atividades dos Complexos Il e IV nos miatbos tratados com L-arginina.
Diminuicéo da atividade de CIl e CIV nos miotubcstddos com L-arginina 1 mMNao
houve diminuicdo da atividade de Cll e CIV nos miats tratados com L-arginina b® e 100
nM. ANOVA com pos-teste de Dunnet, *p<0,05. Cadadaepresenta a médiadesvio padrao
da média.
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O tratamento com L-NMMA 1 mM por 24 horas resultmaumento da atividade

apenas de CIV em relagdo ao controle ndo trataaloe(d 24 e Figura 28).

Tabela 24Atividade enzimética do Complexo Il e IV para otaraento

com L-NMMA.
Cll (%) CIV (%)
Tratamento Tempo MédiazD.P. MédiazD.P.
Controle 24h 100,0+17,9 100,0+6,1
L-NMMA 1mM 24h 118,9+14,. 153,1+9,4Y
N 3 3

Valores expressos em médialesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placas
analisadas (N). (1) indica diferenca significante relacdo ao controle. Tedte
p<0,05.

Figura 28-Atividades dos Complexos Il e IV nos miathos tratados com L-NMMA. Aumento
da atividade de CIV nos miotubos tratados com L-NMMmM por 24 horasNao houve
alteracdo da atividade de CIl nos miotubos tratadosrelacdo ao controle. Tegi&p<0,001.
Cada barra representa a métlidesvio padréao da média.
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4.3 Andlise de nucleos apoptéticos em biopsia de muaszude pacientes e em

células cibridas.

4.3.1 Analise de nucleos apoptoticos em biopsia mésculo de pacientes com doenca

mitocondrial.

A presenca de apoptose foi avaliada através daljsasde fragmentacdo no DNA
nuclear pelo método de TUNEL nas 26 biopsias depis com doenca mitocondrial, e
em 5 controles que ndo apresentaram alteracdesulatesce quadro clinico sugetivo de
doenga mitocondrial ou metabdlica (Tabela 3 — Kte Métodos).

Ao contrario dos pacientes normais, cujas fibras @resentaram nuicleos
apoptoticos, os pacientes com dele¢cdes no mtDNAsaptaram média de 0,4% de fibras
com nlcleos apoptéticos e os pacientes com mutagdentDNA que afetam tRNA
(A3243G ou A3251G) apresentaram 0,1%. No entantmivér significAncia estatistica
apenas para o maior niumero de fibras com nlclegst@jros observadas nos pacientes
com delecdes (Tabela 25 e Figura 29). Além disspadente 26, com mutacdo nao
identificada no DNA nuclear e com alteragbes mwsesl (fiboras com proliferagéo
mitocondrial, def. SDH, acamulo lipidico, COX+/-cfa) apresentou nlcleos apoptéticos
em 1,7% das fibras (Tabela 26)

Tabela 25Porcentagem de fibras com nucleos apoptéticos pelo
tipo de mutacdo no mtDNA.

Nucleos Apoptéticos (%)

Tipo de Mutacéo N Média £D.P.
Sem mutacé 5 0,0+0,(
DelecBes 19 0,4+08
Mutacbes em tRN'"®" 4 0,1+0,:

Valores expressos em médiadesvio padrdao (D.P.) da média.
NUmero de pacientes e controles analisados (Njndida diferenca
significante em relagdo aos controles sem muta@ste de
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn, p<0,05.
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Figura 29-Porcentagem de fibras com nulcleos apoptébs em muisculo esquelético de
pacientes com mutacdo no mtDNA ou em controles semutagfes.O grupo de pacientes com
delecdes apresentou a porcentagem de fibras colaosUapoptéticos maior do que o grupo
controle (sem mutacfes) que ndo apresentou filmasncicleos apoptoticos. Teste de Kruskal-
Wallis com pds-teste de Dunn **p=0,005. Grafico exBPlot com mediana, minimo, maximo e

percentis de 25 e 75%.

N&o observamos correlagdo entre a porcentagenbi@es ftom nicleos apoptéticos
com o tipo de defeito molecular, ou com a porcentage RRF ou de fiboras DEF COX e
COX- (Tabela 26 e Figura 30).
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Tabela 26<Caracteristicas clinicas, tipo de alteracdo presanot DNA mitocondrial ou
nuclear, porcentagem de fibras RRF, com deficiédeialCOX e com nuacleos TUNEL+
(apoptéticos), nos controles e pacientes analisados

Idade Duracédo
na da Tipo de alteragao RRF COX  TUNEL +
Paciente Biopsia Fendtipo Doenca molecular (%)  def. (%) (%)

12 Def. Mental ND
1H Branda Controle 0 0 0
2H 3 ND ND Controle 0 0 0
3H 7 EM Mioclénica ND Controle 0 0 0
4M 7 EM Mioclénica  ND Controle 0 0 0
5M 32 ND ND Controle 0 0 0
6H 69 PEO 4 Del. Mdlt. mtDNA 5 9 0
™ 45 PEO 15  Del. Mdltiplas mtDNA 2 3 0.074
8M 45 PEO 13 Del. Mdltiplas mtDNA 9 10 0.103
9M 53 PEO 26 Del. Mdltiplas mtDNA 18 20 0.250
10H 64 PEO 1 Del. Mdiltiplas mtDNA 9 12 0.355
11M 38 MNGIE like 19 Del. Mdltiplas mtDNA 6 4 0.358
12M 63 PEO 2 Del. Mdltiplas mtDNA 6 10 0.480
13H 33 MNGIE like 9 Del. Mltiplas mtDNA 4 13 0.863
14M 38 PEO 18 Del. Simples mtDNA 8 6 0
15H ND PEO ND Del. Simples mtDNA 11 15 0.056
16M 40 PEO 15 Del. Simples mtDNA 5 12 0.071
17H 16 PEO 3 Del. Simples mtDNA 29 61 0.076
18M 11 PEO 3 Del. Simples mtDNA 4 7 0.046
19M 18 PEO 11 Del. Simples mtDNA 6 18 0.270
20H ND PEO ND Del. Simples mtDNA 2 2 0.314
21H 38 PEO 4 Del. Simples mtDNA 5 6 0.705
22H 16 PEO 4 Del. Simples mtDNA 3 25 1.078
23M 27 PEO ND Del. Simples mtDNA 33 36 0.748
24M ND ND ND Del. Simples mtDNA 3 5 1.786
25H 4 MELAS 2 A3243G mtDNA 12 1 0.017
26H 45 Intol. Exerc. 1 A3243G mtDNA 18 17 0.146
27H 19 MELAS 4 A3243G mtDNA 17 6 0.338
28M 34 PEO 22 A3251G mtDNA 26 23 0
29H 10 PEO 5 Inser.4370A mtDNA 19 89 0
30M 28 Miopatia 21 Mut. N.I. nDNA 40 27 1.667
31H 26 Distonia ND  Mut. ND6 no mtDNA 0 0 0

H: homem; M: mulher; idade na biopsia em anos; N&o determinado; Def.: deficiéncia; EM:
Encefalomiopatia; PEO: Oftalmoplegia Externa Preging; MNGIE like: tipo Encefalomiopatia
Neurogastrointestinal Mitocondrial; MELAS: Encefaliopatia com Acidose Lactica e Episédios
to Tipo Acidente Vascular Cerebral; Intol. Exetotolerancia ao Exercicio; Del.: Delegdes.
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Figura 30-Andlise de correlacao entre fibras com ntleos apoptéticos e RRF ou fibras DEF
COX ou COX-. Nao houve correlagéo entre a porcentagem de fdmnasn(cleos apoptéticos e a
porcentagem de RR{A) ou a porcentagem de fibras DEF COX ou C@). Teste de correlacdo
de Spearman (r=0,3). Grafico de disperséo.

Em seguida, quantificamos a atividade da NOS nasfil®®&s com nucleos
apoptoticos encontradas. Nestas fibras observanma qtividade da NOS no sarcoplasma
e no sarcolema foi 18% e 15%, respectivamente, rna@iajue nas fibras normais e sem
apoptose. (Tabela 27 e Figura 31). Entretanto,al@rvamos associacdo especifica de
nucleos apoptoticos com nenhum tipo de fibra cotragdo mitocondrial (RRF, DEF
COX e COX-) (Tabela 28).

Tabela 27Atividade da NOS no sarcoplasma e sarcolema dasfibom nucleos
apoptoéticos e em fibras normais, sem nuicleos apopsd

Tipo de Fibra Local N MédiatD.P. (%)
Com nlcleos apoptotic Sarcoplsme 38 117,8+60,"
Normal e sem nucleos apoptéticos Sarcoplasma 891 0,0485,8
Com nlcleos apoptotic Sarcolem 38 114,6+40,Y
Normal e sem nucleos apoptéticos Sarcolema 891 04P0,0

Valores expressos em médialesvio padrao (D.P.) da média. Namero de fibratisadas
(N). (1) indica diferenca significante em relacade fibras normais e sem nucleos
apoptéticos. Teste de Mann Whitney, p<0,05.
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Figura 31-Atividade da NOS no sarcoplasma ou sarceina das fibras musculares
esqueléticas com apoptose ou normais e sem apoptoseatividade da NOS nas fibras com
nicleos apoptoéticos foi maior do que nas fibrasnais e sem apoptose, tanto no sarcoplasma
guanto no sarcolema. Teste de Mann-Whitney, *p<O®Eafico = Box Plot com mediana,
minimo, maximo e percentis de 25 e 75%.

Tabela 28<Caracteristicas mitocondriais das fibras
apoptoticas encontradas.

Caracteristica mitocondrial ndmero de fibras
Atividade SDH

RRF 1C

Sem Proliferagéo Mitocondrial 28
Atividade de C(X
COX-

DEF COxX

COX+

atividade SDH/COX
Anormal 15
Normal 23

8
2
28

4.3.2 Analise de nucleos apoptoticos em célulabridas com mutagdes no mtDNA.

Como observamos uma baixa, porém significativacgiagem de fibras com
nucleos apoptoticos no muasculo esquelético de pasiecom delecdes no MtDNA,
decidimos analisar a presenca de apoptose em £€libladas com mutacdes no mtDNA
(delecdo de 7,5kb e mutacdes A3243G ou A8344G} estias células apresentam alta
proporcdo de mtDNA mutante (>90%) e, portanto, deitke mitocondrial bastante
exacerbado.
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A andlise de viabilidade celular mostrou que naovloredugdo do nimero de
células vidveis nas trés condicdes utilizadas pagasaio: glicose e uridina, glicose sem
uridina e galactose. Isto possibilitou o uso dooniétde TUNEL para detec¢é@o de nucleos
apoptoticos nas células, pois este método s6 pardapticado a células ainda aderidas a

laminula (Tabela 29 e Figura 32).

Tabela 29Numero de células viaveis nas placas de célulaglathe 143B cultivadas em
meio com glicose e uridina, apenas com glicoseoou galactose.

Numero de células viaveis (x3)0
Tipo de tratamento

Tipo Celular Glicose+Uridina Glicose Galactose
143B 64,2+17,8 69,6+5,9 67,5+£31,8
Delecédo 7,5 Kb 38,1+14,0 30,3+9,8 28,8445
A3243G 59,2+16,4 62,0+6,8 61,5+4,6
A8344G 74,7+16,4 80,2+26,0 81,5+£17,2

N 3 3 3

Valores expressos em médiaesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de placassadas (N).
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Figura 32-Viabilidade celular nas diferentes condi@es de cultura.NUmero de células viaveis
nos meios com glicose e uridina (gli+uri), glicesen uridina (Gli) e galactose (Gal). Células 143B
(A), com delecdo no mtDNM), com mutacdo A3243G no mtDNE) e com mutacdo A8344G
no mtDNA (D). Observamos que ndo houve diferencas no numezéldas viaveis nas diferentes
condicbes de cultura. ANOVA com pos-teste de Tukdafico de dispersdo com mediana.

Apenas as células com a delecdo de 7,5kb no mtOi¥ésantaram maior nimero
de nulcleos apoptoticos em relacdo as células den(id3B) sob o mesmo tipo de
tratamento. Nao houve diferenca na quantidade dieoslapoptoticos entre os diferentes
tratamentos para uma mesma linhagem celular, e éamhbdo houve diferengca na
quantidade de nudcleos apoptoticos entre as caalasas mutacdes A3243G e A8344G e

as células controle (Tabela 30 e Figura 33).
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Tabela 30Porcentagem de ndcleos apoptéticos nas céluladastoultivadas em glicose e
uridina, glicose sem uridina ou galactose.
Células com nucleos apoptoticos (%)

Tipo de célula Glicose e Uridina  Glicose sem Uradin Galactose
143B 0,2+0,2 0,2+0,1 0,4+0,7
Delec&o 7,5 kb no mtDNA 6,962 10,6+11,8 11,1+10,4"
Mutacdo A3243G no mtDNA 0,1+0,1 0,3+0,2 0,05+0,09
Mutacdo A8344G no mtDNA 0,0+0,0 1,2+1,4 0,4+0,3
N 3 3 3

Valores expressos em médialesvio padrdo da média. Nimero de placas anaigha(l) indica
diferenca significante em relacao células 143B sohesmo tratamento. Teste de Mann Whitney,

p<0,05.

Figura 33-Porcentagem de células cibridas com nudg apoptoticos.Células cibridas com
delecéo de 7,5Kb no mtDNA (Del) ou mutagdo A3248GA8344G no mtDNA e controle (143B)
cultivadas em meio com glicose e uridina (gli+ugljcose sem uridina (gli) ou galactose (gal). O
grupo com delecdes apresentou aumento de célulasndmleos apoptéticos em relacdo ao
controle nos trés tipos de meios. Teste de Manr\i,*p<0,05. Grafico de dispersao e
mediana.
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A mitocdndria € uma organela com multiplas funcdas células eucaribticas, no
entanto, sua mais importante funcdo é a geraca&neigia. A maior producao de ATP
(“moeda energética celular”) ocorre através daofilsf;do oxidativa, processo que ocorre
na cadeia respiratéria mitocondrial (DI MAURO, 2D1Bortanto, ndo surpreende o fato de
disfun¢des no funcionamento mitocondrial compronegtea viabilidade celular causando
disfuncéo tecidual e quadros patoldgicos severasocaqueles associados a Doencas
Mitocondriais. Tecidos com alta demanda energéticao musculo esquelético, coragdo e
cérebro, sdo os mais afetados pela deficiénciagétiea, resultando em manifestacdes
clinicas tipicas destas doencas e que incluem mdgpaconvulsdes, neuropatias e
cardiomiopatias (WENZ, 2009).

Em nosso estudo utilizamos bidpsia de musculo daepi@s com Doencas
Mitocondriais causadas por mutagbes tanto no mt@NAnto no DNA nuclear e que
apresentavam miopatia. Atualmentegrelise histolégica e histoquimica destas bidpsias
um dos métodos de diagnéstico mais importantes padeteccdo de anormalidades
mitocondriais presentes nestas doencas (OLD; JOHWS@989; SELIGMAN;
RUTENBURG, 1951) e é vastamente utilizada na rotiegnostica (DUBOWITZ;
BROOKES, 1973). O comprometimento mitocondrial éedmdo através de reacgbes
histoquimicas enziméticas especificas para as aszinitocondriais SDH (complexo Il) e
COX (complexo 1V). A enzima SDH por ser codificastamente pelo DNA nuclear néo é
deficiente nas miopatias mitocondriais associadasutagcbes no mtDNA. Por isso, a
principal alterac@o patologica encontrada nestaghs, a proliferagdo mitocondrial, é
identificada pela determinagdo histoquimica da SORdr outro lado, a andlise
histoquimica da COX é particularmente Gtil na aglb destas miopatias porque as trés
subunidades cataliticas da COX s&o codificadas pglDNA; e assim, alteracbes na
atividade desta enzima indicam algum tipo de aj@mano material genético da
mitocondria (TAYLOR et aJ 2004). Inimeros trabalhos utilizaram as histogeampara
SDH e COX para o estudo de Doengas Mitocondriaiea@almente pela facilidade
metodoldgica (AURE et al., 2006; MIRABELLA et &000; SCIACCO et al., 2001).

Na maioria das miopatias a deficiéncia da COX @quoliferacdo mitocondrial é
focal, ou seja, ocorrem em fibras isoladas distdés de forma esparsa pelo tecido,
formando um mosaico de fibras normais e alterabd3RAES et al., 1992). Este tipo de
alteracdo ndo é detectado pela quantificacdo dedadie enzimatica utilizando
homogenatos de tecido. Por isso, € muito importgnéeo estudo destas alteragbes, assim

como o do presente trabalho, seja realizado erascbistoldgicos seriados, pois permitem
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a identificac@o individualizada das fibras altesa@aa analise de uma mesma fibra por
diferentes coloracdes histoquimicas e outros métbolégicos (por exemplo: marcacao
de SDH, COX e TUNEL).

Os tratamentos disponiveis para as Doencgas Mitoeosiddo bastante limitados e
geralmente restringem-se ao tratamento dos sintem#® da deficiéncia causadora da
doenca (WENZ, 2009). Assim, atualmente esta é uma @e bastante interesse para 0s
pesquisadores, na qual tém sido investidos mu#oss0s. Em destaque estéo trés formas
de terapias que visam a correcao da deficiénciacoridrial e ndo apenas o tratamento dos
sintomas: a terapia com células-tronco na Encefajpatia Neurogastrointestinal
Mitocondrial (MNGIE), a transferéncia pré-nucleamm medida preventiva das Doengas
Mitocondriais relativas & mutacdes no mtDNA e aug@ib da biogénese mitocondrial (DI
MAURO, 2010).

MNGIE é uma doengca autossOmica recessiva muléssish caracterizada
clinicamente por oftalmoplegia externa progressptase, dismotilidade gastrointestinal,
caquexia extrema, neuropatia periférica, leucoatmgétia seguida de morte na fase
adulta. Esta doenca ocorre devido a mutagbes ne IQélP que codifica uma enzima
citosdlica (timidina fosforilase — TPase) (HIRAN® a&., 2004). Esta mutagdo resulta
numa grande elevacdo de timidina e deoxiuridinasangue e nos tecidos e severo
desequilibrio ngpool de deoxinucleotideos, 0 que causa multiplas detecdeplecédo e
mutacdes pontuais no mtDNA (LOPEZ et 2D09).

Alguns tratamentos foram testados nesta doencap couso de hemodialise para
eliminar os metabdlitos toxicos, no entanto, su@aeia foi temporaria em dois pacientes
(SPINAZZOLA et al, 2002)e falhou em bloquear a progresséo da doenca am (st
MARCA et al, 2006).A reposicdo da TPase através da enzima encapraeatrocitos
ou da infusdo de plaquetas resultou na melhorssitidmas, mas ndo baixou os niveis
plasméticos de nucleotideosAYUZ et al., 2007). Hirano desenvolveu uma técms
ousada para a reposicdo enzimatica de pacientedpres desta doencga, que consiste no
transplante alogénico de células-tronco hematdpag&{HSCT), técnica bem sucedida em
cinco dos onze pacientes tratados (HIRANO et a&062 HALTER et al.,, 2011).
Atualmente, um ensaio clinico internacional destagia esta sendo conduzido e podera
confirmar se esta técnica, embora arriscada, perdgpdicada em pacientes com MNGIE.

Outra forma de terapia de Doengas Mitocondriaigdiegs a mutagdes no mtDNA
esta disponivel mas bloqueada por problemas éticsta.técnica baseia-se na transferéncia

in vitro de nucleos fertilizados de ovocitos de mulheres qarregam a mutacdo no
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MtDNA para um ovdcito enucleado de uma doadora alprgerando um embrido que
contém o nucleo normal dos pais (sendo a mée moaath mutacdo mitocondrial) e o
genoma mitocondrial normal da mulher doadora (CRN\& al, 2010).

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores voltaramateragdo para o processo de
biogénese mitocondrial, devido, principalmente,saa grande potencial terapéutico para
as Doencas Mitocondriais (DI MAURO, 2010). Trabalmecentes em cultura de células e
modelos animais indicam que a indugdo da biogéméseondrial através da ativacéo de
PGC-1, o principal regulador da biogénese mitocondrialdgp@umentar a capacidade
residual da cadeia respiratoria através do auntentaimero de mitocondrias (BASTIN et
al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2009; WENZ et al.,@)e 2009).

No presente estudo, identificamos uma relacdo emtrdO e a inducdo de
biogénese mitocondrial tanto em musculo esquelétieo pacientes com alteracdes
mitocondriais, quanto em culturas de células miagénda linhagem C2C12.

A analise de fibras musculares de pacientes comgdamitocondrial mostrou uma
correlagéo entre a proliferagdo mitocondrial e gomatividade da NOS no sarcolema. E
guanto maior o nimero de mitocondrias nas fibraspna atividade da NOS nesta regiéo.
Por outro lado, ndo foi observada correlacédo emtaéividade da NOS no sarcolema e a
funcdo mitocondrial; jA& que as fibras com niveiergntes de atividade da COX
(RRF/COX+, RRF DEF COX e RRF/COX-) ndo apresentathi@encas na atividade
dessa enzima.

Trabalhos anteriores (OHKOSHI et al., 1997; TENGANal., 2007) também
demonstraram o aumento da atividade da NOS nolearaade fibras com proliferacéo
mitocondrial de pacientes com Doencas Mitocondri@kkoshi et al. mostraram, por
analises qualitativas de imuno-histoquimica e histmica para NADPH diaforase, o
aumento da atividade da nNOS e eNOS em cinco pasiecom encefalomiopatia
mitocondrial (2 MELAS, 2 CPEO e 1 MELAS/CPEO). Ewsgo laboratorio, j& haviamos
realizado a andlise qualitativa de 15 pacientes Pomncas Mitocondriais (TENGAN et
al., 2007). No presente estudo, fizemos uma andlisatitativa em bidpsias de musculo
de 26 pacientes com Doengas Mitocondriais de origerecular diversa, considerando o
nivel de proliferacdo e fungdo mitocondrial de céide. Isto nos permitiu concluir que
fibras com as mesmas alteragdes mitocondriaisaaigue de origem molecular diferente,
apresentam o mesmo padrao de atividade da NOSlagAoeao conteldo mitocondrial.

Apos a avaliagdo em musculo esquelético de pasientontroles, estendemos o

estudo da influéncia do NO na proliferacdo mitoc@hdem cultura de masculo
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esquelético, realizada pelo tratamento de cultdeasélulas da linhagem C2C12 com o
doador de NO, SNAP, o substrato L-arginina e ddeibda NOS, L-NMMA. Assim, tanto
SNAP quanto a L-Arginina contribuem para o aumelgaisponibilidade de NO na célula
(LIRA et al., 2007; LONG et al.,, 2006) enquanto eNMMA € responsavel pela
diminuigéo da producéo de NO (CASEY; JOYNER, 2009).

Os tratamentos dos miotubos por 48 horas com SNAPnin e 300nm, e L-
arginina 1 mM induziram o aumento do contetdo moitalcial, visto pelo aumento da
expressao da subunidade do complexo Il; SDH-Fp.oBbo lado, o tratamento com L-
NMMA 1 mM por 24horas induziu a diminuicdo do nimele mitocondrias.

A inducdo da biogénese mitocondrial pelo NO tamlfi@mdemonstrada em outras
linhagens celulares como aquelas atipdcitos de rato, mondcitos humanos (U937),
células HeLaNISOLI et al., 2003)neurdnios (PC12), miotubos de rato (LB)RA et al.,
2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2004),em modelo animal (musculo
esquelético de rato) (WADLEY; MC CONELL, 2006). Nes estudos, o envolvimento do
NO com a proliferagdo de mitocondrias foi demomnkiratravés do tratamento das
linhagens celulares e de animais com drogas daader&dlO, como o SNARLIRA et al.,
2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2008),DETA-NO (dietilenetriamina
NONO) (LIRA et al.,, 2010; NISOLI et al., 2004;), o NGcavengeroxiemoglobina
(NISOLI et al., 2003) e o inibidor da NOS L-NAMBG-nitro-L-arginine methyl estgr
(MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2003; WADWYEMC CONELL, 2006).

Os experimentos em linhagens celulares ainda mastrajue o aumento do
conteudo mitocondrial pela indu¢cdo por NO da-savas da via de sinalizacdo da
guanilato ciclase soluvel/GMP ciclico (sGC/cGMPhisptanto o analogo de cGMP
membrana permeavel 8Br-cGMP, o inibidor seletivo daanilato ciclase ODQ
(oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1), como ativador da guanilato ciclase BAY 41-2272
interferiram na inducéo da proliferagdo mitoconidria NO (NISOLI et al., 2003 e 2004).

Trabalhos mais recentes realizados em linhagemémica de rato (L6) confirmam
a hipotese de que o NO é um ativador da proliferagiocondrial via sGC/cGMP. Nesta
via, o NO ativa a sGC, que por sua vez converte &NRGMP. O cGMP ativa quinases
como a AMPKal. A AMPKal ativada sinaliza para a ativacdo de P@Cafraves de
mecanismos ndo gendémicos que envolvem a fosfooilefiu a translocagéo nuclear desta

proteina. Além disso, a AMRKL ativada ainda é capaz de aumentar a produ¢dddde N
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pois é responsavel por aumentar a atividade da N@Bmecanismo dieedbackpositivo
(LIRA et al., 2010; MC CONELL et al., 2010).

E provavel que no musculo esquelético, a nNOS sejsoforma de NOS
responsavel pela sinalizagdo para proliferagcdoawmitdrial. A nNOS é a isoforma mais
abundantemente expressa em musculo esquelétiooakzé-se na regido subsarcolémica
da fibra muscular ligada & distrofina através deraiinas (GROZDANOVIC, 200).
Assim, a nNOS esta localizada na periferia dasditite forma continua, com acumulo
apenas nas regioes de placa motora, onde sua t@géené maior (GROZDANOVIC,
2001). No cérebro de camundongo em condi¢cBes nsrraaproliferacdo mitocondrial
basal é induzida pelo NO produzido pela eNG®TSAEVA et al, 2008. No entanto,
quando o animal & submetido a condi¢cdes de hipdaum aumento da biogénese
mitocondrial como mecanismo responséavel pela p#oteelular. Este aumento € induzido
pelo NO gerado pela acdo da nNOS (GUTSAEVA e228i08). Nos trabalhos de Ohkoshi
et al (1997) e Tengan et al. (2007), a marcacdo imuskpdpimica subsarcolémica
encontrada nas fibras com proliferagdo mitocontaimbém foi atribuida a nNOS.

Recentemente foram relatados resultados consisteldeevolucdo de pacientes
com MELAS ap0ds o tratamento com o aminoacido peesutto NO, a L-arginina (KOGA
et al., 2006; KUBOTA et al., 2004). Estes paciemateesentam episodios do tipo acidente
vascular cerebral (AVC) devido a diminuicdo na cigede de vasodilatacdo dos
pequenos vasos arteriais cerebrais. O mecanisnog@muato envolvido nesta diminuigéo
ainda ndo est4 completamente esclarecido, no entactedita-se que seja resultado de
uma falha transitéria no processo de fosforilagddativa cerebral (KOGA et al2006).

Nestes estudos a terapia com L-arginina duraraseadguda dos episédios do tipo
AVC é capaz de diminuir rapidamente a severidade dmtomas, melhorar a
microcirculagdo cerebral, reduzir a lesdo tecidiezido a isquemia, reduzir a freqiiéncia e
a gravidade dos episédios do tipo AVC, e tambémzieas niveis de lactato (KOGA et
al., 2006; KUBOTA et al., 2004). O NO pode estaraatlo de forma positiva nesta doenga
tanto através de sua acdo vasodilatadora, mas manmbduzindo a proliferacdo
mitocondrial, contribuindo para a melhora na caged® residual da cadeia respiratoria.
Apesar dos bons resultados encontrados na terapid_earginina para MELAS ainda ha
necessidade de se verificar a seguranca desteném@ia estendendo o estudo para um
nimero maior de pacientes (KUBOTA et al., 2004)

No presente estudo, vimos que na regido sarcoptiasmé NO est4 aumentado nas

fiboras com proliferagdo mitocondrial e com atividada COX total ou parcialmente
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preservada. Por outro lado, ndo h& alteracdo ndugiio de NO nas fibras com
proliferacdo mitocondrial e atividade da COX redazihavendo uma menor produgao nas
fibras com baixa proliferagéo e atividade da COdumda. Estes resultados sugerem que,
nesta regido, a atividade da NOS esta relaciomatieos dois fatores juntos: proliferacéo e
fungcdo mitocondrial.

O NO também é responsével pela inibicdo reverséizel COX TAYLOR;
MONCADA, 2010) assim, o aumento de sua sintese ndo parece rsgficbeem fibras
com deficiéncia completa da COX. Caso haja algumaade residual da COX, esta seria
inibida pelo NO. Além disso, viu-se que em musadégacientes com encefalomiopatias,
as fibras musculares com deficiéncia total da C@desentam um aumento da expressao
de enzimas antioxidantes (superéxido dismutaseitatigina peroxidase) e que coincide
com a marcagdo apoptotica (DI GIOVANNI et al., 2DMrovavelmente, nestas fibras a
deficiéncia na atividade da COX resulta no aumdatproducédo de radicais superdxido na
cadeia respiratéria que induz o aumento das deégasxidantes (DI GIOVANNI et al.,
2001). Assim, o aumento do NO nestas fibras seuitonprejudicial, pois esta molécula é
capaz de reagir com o superéxido resultando nasfceiomde peroxinitrito, extremamente
toxico para a célula.

Alguns estudos j& mostraram que a eNOS esta ligadeembrana mitocondrial
externa em neurdnios e células endoteliais (GA@l.e2004; HENRICH et al., 2002). A
co-localizacdo da eNOS com as mitocéndrias em niaissguelético humano (OHKOSHI
et al, 1997; PUNKT, 2006) indica que esta enzima podatimenciar a mitocondria
regulando a sua funcgéo, e do mesmo modo, a mitoiedpdderia controlar a atividade
desta enzima (NISOLI; CARRUBA, 2006). H4 ainda poléese da existéncia de uma
quarta isoforma de NOS, a NOS mitocondrial (mtNOSmMtNOS foi identificada como
uma proteina constitutiva da membrana mitocondhtalna que gera NO em uma reacao
dependente de céalcio (GHAFOURIFAR; CADENAS, 200%). entanto, sua existéncia é
guestionavel, pois nao foi detectada atividade @& ¥m mitocoéndrias isoladas de cérebro
de camundongo (LACZA et al., 2004) ou em mitocGemliltrapurificadas de figado de
rato (VENKATAKRISHNAN et al, 2009). Isto abre a possibilidade de que nos outros
estudogossa ter ocorrido contaminagéo da fracdo mitodanclom as NOS citosolicas.
Em nosscestudo vimos uma relacdo entre a atividade da Bl@3un¢do mitocondrial; €
possivel que o NO produzido nesta regido possgrreniente da eNOS ou desta

isoforma de mtNOS, cuja existéncia precisa sericoatia.
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As alteragcdes compartimentalizadas da atividadeN@& no sarcolema e no
sarcoplasma, identificadas neste estudo, provamdmecorrem devido as diferentes
propriedades do NO em atuar tanto na biogéneseconitivial LIRA et al., 2010; MC
CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2003 e 20@H#IKOSHI et al., 1997TENGAN et
al., 2007;WADLEY; MC CONELL et al., 2006)guanto na inibicdo reversivel da COX
(TAYLOR; MONCADA, 2010)e na formacéo de radicais livrd8{IZ et al, 2011)

Paradoxalmente ao aumento do contelddo mitocondbs¢rvado nos miotubos
tratados com SNAP e L-arginina, vimos uma reducds atividades dos complexos
respiratorios mitocondriais 1l e IV. E possivel gqestes tratamentos resultem em
toxicidade celular, o que € corroborado pela redlwgficontetdo total de proteina celular
apods os tratamentos com as concentracdes maio&isAle (100 e 300iM).

A diminuicdo da fungdo mitocondrial vista nestegamentos pode ter ocorrido
pelo fato do SNAP e da L-arginina serem adminisisade forma aguda, em um curto
intervalo de tempo e em concentracdes altas. O iN®rs sistemas fisiologicos através
da ativacdo de cGMP e inibicao reversivel da G&@Xconcentragdes nanomolares (RUIZ
et al., 2011). A sGC também responde a concentsag@r@omolares de NO, com ativagcdo
maxima entre 1-100 nNFRIEBE; KOESLING, 2003). O tratamento com SNAP 100
resulta em uma concentragéo de 285 nM de NO no (HEROTA et al., 2001). Em nosso
trabalho as concentragdes que geram mais de 1af=riND no meio de cultura (1001 e
300 M) induziram a proliferacdo mitocondrial mas ao megempo reduziram a funcéo
dos complexos Il e IV.Concentragbesnenores de SNAP (1&6M e 30 nM) néo
modificaram o conteldo mitocondrial e a quantidddeproteinas; no entanto, também
levaram a diminuicdo da atividade do complexo Il.

Jé foi descrito que concentrac@tas de NO podem causar o estresse nitrosativo,
ou seja, a nitrosilacdo ou oxidacédo de proteinas &@onsequente perda da sua funcéo e
danos aos lipideos e &cidos nucléicos (STAMLER; S8NER, 2001). O peroxinitrito
gerado pelo excesso de NO também é capaz de damificcomplexos mitocondriais I, 1l e
IV (BROWN, 1999). Possivelmente, em nosso estudaratamentos dos miotubos com
SNAP e L-arginina resultaram na diminuicdo da dtdie dos complexos respiratorios Il e
IV devido ao aumento do estresse nitrosativo.

Os trabalhos anteriores em linhagens celularesdaat com doadores de NO
(SNAP e DETA-NO) mostraram o aumento do conteludtocuondrial, determinado

através do aumento da quantidade de mtDNA, da &s@oede proteinas mitocondriais
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(COX I, COX IV e citrocromc), e do mRNA de fatores ligados a biogénese mitdicain
(PGC-1a, NRF-1 e TFAM) (NISOLI et al., 2003 e 2004; MC CEBIL et al., 2010). No
entanto, ndo hé relatos da pesquisa da funcdoanitioial nestas células através da analise
da atividade de enzimas da cadeia respiratoria @odescrita em nosso trabalho.

Nisoli et al. (2004) investigaram a fungcdo mitocaaldnas células tratadas com o
analogo de cGMP 8Br-cGMP e com o ativador da sGQ BA-2272, mas ndo naquelas
tratadas com doadores de NO. As células tratadas8&r-cGMP e com BAY 41-2272
apresentaram aumento de fungdo mitocondrial, detado pelo aumento do consumo de
oxigénio e da sintese de ATP.

Lira et al. (2010) e Mc Conell et al. (2010) tambeg#o investigaram a funcéo das
enzimas da cadeia respiratéria em seus trabalhmsentanto, os autores observaram o
aumento da atividade da enzima do ciclo do acitlicej citrato sintase, em linhagem
miogénica L6 tratada com SNAP. No trabalho de Madlloet al.(2010), os miotubos
foram tratados por 5 horas com SNAP i®0durante 5 dias, enquanto que no estudo de
Lira et al.(2010), os miotubos foram tratados com SNARM$or 48 horas.

O tratamento com L-NMMA levou a reducdo do contelmibocondrial e ao
aumento da atividade da COX. Isto pode ser exmligaa menor disponibilidade de NO,
reduzindo o estimulo para proliferagdo mitocondritdmbém para a inibicéo reversivel da
COX.

A andlise de outros dois pacientes com mutacbesmmplexos | e |l da cadeia
respiratéria mostrou que estas mutacfes nao altaratividade da NOS, ja que neles a
atividade desta enzima seguiu 0 mesmo padrao ¢m gmteriormente analisado, isto €,
esta normalmente preservada nas fibras normaisneraada no sarcolema e sarcoplasma
nas fibras com proliferagdo mitocondrial e ativida COX normal.

Nas Doencas Mitocondriais 0 mau funcionamento ddeiaa respiratoria e
consequente deéficit energético constituem a caesaimtomas tipicos destas doencas
como: a fraqueza muscular e a intolerancia ao EiercNo entanto, outros sintomas
comuns, como a perda muscular, o envelhecimentomgiveo e processos
neurodegenerativos ndo tém sua patogénese comeigesclarecida (LIU et al., 2004).
Nos pacientes com fraqueza muscular progressiva h#@oalteracbes morfoldgicas
especificas (como necrose, infiltrados inflama®rau atrofia da fibra) que poderiam
explicar a perda muscular, assim estabeleceu-gadtese de perda progressiva de fibras
por apoptose (AURE et aR006).
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Além disso, fatores mitocondriais que podem deskrarao evento apoptotico,
como aumento da exposicdo a ROS e queda na capacidergética estdo associados
também as miopatias mitocondriais. Isto conduziiosgrupos de pesquisa ao estudo da
apoptose tanto em células cibridas que apresentgatcdes no mtDNA (DANIELSON et
al., 2002; GHELLI et al., 2003; LIU et al., 2004S€HOELER et al., 2005), quanto em
biépsias de pacientes com Doencas MitocondriaisREt al., 2006; DI GIOVANI et al.,
2001; FAGIOLARI et al.,, 2002; IKEZOE et al., 200RJIRABELLA et al., 2000;
SCIACCO et al., 2001; UMAKI et al., 2002).

Estudos anteriores mostraram que células cibridateicdo as mutagbes pontuais
no mtDNA causadoras da neuropatia Optica hereditde Leber (LHON) sdo mais
suscetiveis a apoptose do que as células 143B fsetacdo) quando submetidas a
determinados estimulos. Estas células foram cddiveem meio de maior exigéncia da
fosforilacéo oxidativa (sem glicose e com galagtogee levou a um estresse metabdlico
resultando na liberagdo de citocrontoe aumento de apoptose, identificada pela
fragmentagdo do DNA nuclear (GHELLI et al., 20@3tas cibridas também ficaram mais
suscetiveis a morte por apoptose ap0s o estimulprataina pré-apoptética Fas com
anticorpo anti receptor Fas (DANIELSON et al., 2002

Outros estudos também identificaram maior susdietdioie de células cibridas com
delecbes no mtDNA (LIU et al.,, 2004; SCHOELER et 2005) ou com as mutagdes
pontuais causadoras de MELAS (A3243G) e MERRF 4483 (LIU et al., 2004)
quando submetidas a radiacdo UV, a estaurospqilimdset al., 2004) ou a ativacdo do
receptor de morte celular, TRAIL (SCHOELER et 2005).

Em nosso estudo, a investigacdo de apoptose efascélbridas com mutacdes no
mtDNA mostrou um aumento de 7 a 11% de ndcleos tdfiops nas células com a
delecéo de 7,5kb em comparacdo com as células seatan (143B). E as células com
mutacdes pontuais (A3243G e A8344G) ndo apresemtamamento de nlcleos
apoptoticos. Aléem disso, ndo houve diferenca easreélulas cultivadas em meio com
glicose, na presenca ou auséncia de uridina, egiease e com galactose. As ceélulas
foram analisadas ap6s 24 horas de cultivo nodipés de meio, portanto, durante a fase
em que possuem a mesma viabilidade celular. Nast&ad discreto aumento de nudcleos
apoptoticos nas células cibridas que continhamc¢éelga indica uma tendéncia destas
células a morte por apoptose mesmo nos meios dernexigéncia da fosforilagao

oxidativa.
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No estudo de Liu et al. (2004) o tratamento dasilaglcom radiacdo UV e
estaurosporina mostrou uma atividade da proteideapoptdtica, caspase 3, maior nas
cibridas com a delecdo de 4,9 kb do que naguelasasomutacdes pontuais A3243G e
A8344G. Este resultado combinado com o de nossodesesta de acordo com
observacdes clinicas de que proporgdes menoreglegdds de larga escala no mtDNA
séo suficientes para causar Doengas Mitocondiaiguanto que para a manifestacao
destas doengas sdo necessarios niveis mais altogtdedes pontuais no mtDNA (LIU et
al., 2004).

Em nosso estudo, apés 24 horas de cultivo nogiprés de meios de cultura, ndo
identificamos aumento de apoptose nas célulasdebrcom mutagcdes pontuais no
MtDNA. No estudo de Ghelli et al. (2003), célulasmcas mutacdes para LHON
(3460/ND1 e 14484/ND6) apresentaram fragmentacdDNA nuclear apos 24 horas de
incubagdo em meio com galactose. No entanto, aasodtias linhagens com a mutagéo
(11778/ND4) s6 apresentaram fragmentacdo do DNA d8horas. Portanto, em nosso
estudo, talvez fosse necessario a manutencéo ldésscgom mutacdo pontual durante um
tempo maior em meio de cultura para observarmasreeato de apoptose.

Os tratamentos realizados nos estudos de Daniefsah (2002), Ghelli et al.
(2003), Liu et al.(2004) e Schoeler et al2005) (meios restritivos, estaurosporina,
radiacdo UV e inducéo de Fas e TRAIL) ndo reproduaeestimulo apoptotico real que
pode ocorrer no microambiente celular de pacigmetdores de Doengas Mitocondriais.
No entanto, esses estudos sugerem que as mutagda®NA que causam distirbios na
fosforilacéo oxidativa podem deixar a célula maissével ao estimulo apoptotico do que
aquelas sem mutacdes (SCHOELER et al., 2005).

Estudos em bidpsia de musculo de pacientes confedméopatia mitocondrial de
origem molecular diversa mostraram um aumento deegitibilidade a apoptose nas fibras
musculares (AURE et al.,, 2006; DI GIOVANI et al0(A; MIRABELLA et al., 2000;
UMAKI et al.,, 2002). A propor¢cdo de fibras apoptés foi correlacionada com a
severidade da doenga, ocorrendo preferencialmeageietes com deficiéncia total da
COX, independente do nivel de proliferacdo mitoc@mheé com mais de 40% do genoma
mitocondrial mutado (MIRABELA et al., 2000). Em outestudo, a apoptose mostrou-se
localizada, principalmente em fibras com defici@n¢otal da COX e pronunciada
proliferacdo mitocondrial (UMAKI et al.,, 2002). Urterceiro estudo mostrou que a
apoptose estava presente em fibras com proliferaxg@eondrial aumentada com ou sem
deficiéncia da COX (AURE et al., 2006).
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No presente trabalho, também analisamos a presbngaicleos apoptoticos em
bibpsias de musculo de pacientes com doenca midoehnFizemos esta analise em um
grande numero de pacientes (26) e de origem maledidersa. Apenas os pacientes com
delecBes apresentaram um pequeno, porém significatimento de nucleos apoptéticos
(0,4% £0,4); e as fibras apoptoticas encontradaserdm predominantemente alteradas do
ponto de vista mitocondrial (presenga de prolifécagnitocondrial e/ou deficiéncia da
COX).

Estudos de outros laboratorios também néo detectatamento de apoptose nas
bibpsias de muasculo de pacientes com doenca mioiebr(SCIACCO et al., 2001;
FAGIOLARI et al.,, 2002; IKEZOE et al.,, 2002). Falgio e Ikezoe ndo identificaram
alteracdes da fragmentacdo do DNA nuclear (TUNEL)la expressdo de proteinas pro
(Fas, Bax, caspase) e anti apoptoticas (Bcl-2).nAlise microscopica ultra-estrutural
também néo identificou mudangas morfoldgicas caristicas de células apoptoticas
(condensagédo, marginalizagdo e fragmentacdo daatr@p Sciaccoet al (2001)
detectaram o aumento da expressdo de proteinaspmpitoticas (Bax, citocromo
citosolico, Apaf-1 e caspase 3 ativada) nas filmas proliferacdo mitocondrial. No
entanto, a expressdo da proteina inibidora de apeXIAP) também estava aumentada,
e a proporcao de fibras com fragmentacdo no DNAeaud TUNEL) foi muito baixa
(0,15%). Assim, os autores sugeriram a existéneiaekntos apoptoéticos iniciais nas
fibras afetadas de pacientes com miopatia mitocaindno entanto, a execugdo e a
finalizacdo destes eventos raramente se complatto, pelo baixo nimero de fibras
TUNEL positivas ou com caracteristicas apoptotidas-estruturais. Os autores sugerem
ainda que o aumento da expresséo da proteinapanticdica XIAP pode ser responséavel
por esse bloqueio no término da reacdo apoptdtica.

Portanto, os resultados dos estudos que invegtigarapapel patogénico da
apoptose nas miopatias mitocondriais sdo controseida evidencias a favor (AURE et
al., 2006; DI GIOVANI et al., 2001; MIRABELLA et 312000; UMAKI et al., 2002) e
contra (FAGIOLARI et al., 2002; IKEZOE et al., 2Q02CIACCO et al., 2001). Isto pode
ocorrer devido as diferencas entre a porcentagegedoma mitocondrial mutado presente
nas bidpsias. O estudo de Mirabela et al. (20009traaue em pacientes com dele¢cbes
simples no mtDNA € necessario uma porcentagem dac@w maior do que 40% para
haver um aumento de fibras apoptéticas. Para aacGes de ponto € necesséario mais do
que 70% de mutag&o para haver aumento de apoptosentanto, na maioria deles (DI
GIOVANI et al., 2001; FAGIOLARI et al., 2002; IKEZDet al., 2002; MIRABELLA et
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al., 2000; SCIACCO et al., 2001), incluindo aquebtpse encontraram pronunciada
apoptose (DI GIOVANI et al., 2001; MIRABELLA et al2000), e em nossa propria
investigacdo, ndo houve correlagdo entre apoptosas efibras com proliferagéo
mitocondrial.

Assim, parece que o estimulo para o aumento do nideemitocéndrias nas fibras
com proliferacdo mitocondrial ndo € indutor de dpeg, ja que ndo ha aumento do evento
apoptotico nestas fibras observado pela maiorieegnglos. Vimos em nosso trabalho que
possivelmente o aumento da atividade da NOS na&aegarcolemal seja o estimulo
responsavel pelo aumento da biogénese mitocon&datanto, investigamos a atividade
da NOS nas fibras apoptoticas encontradas, e abyses/ um discreto aumento das
atividades da NOS no sarcolema (15%) e sarcopld$8f4) nas fibras apoptoticas (38
fibras). No entanto, a maioria das fibras avaliag@$4 fibras) com aumento da
proliferagcdo mitocondrial e da atividade da NOSsaocolema ndo apresentou nucleos
apoptoticos. Além disso, ndo houve correlagdo apoptose e proliferacdo mitocondrial.
Isto indica que na maioria das fibras a sinalizggélo NO induz o aumento do contetdo
mitocondrial sem induzir a morte celular por apspto

Em resumo, nossos dados sugerem o envolvimento @daNto em processos
fisiologicos, como a biogénese mitocondrial e itAloi reversivel da COX, quanto em
processos tdxicos como a reducdo das atividadesatoplexos Il e 1V. Além disso, a
analise da apoptose em bidpsias musculares e emascéibridas contendo mutagfes no
mtDNA mostrou que, apesar da apoptose observadeéhdas cibridas com dele¢bes no
MtDNA, este evento ndo é tdo robusto no musculoedstico de pacientes com Doencas
Mitocondriais, a ponto de resultar na perda de asuftoras. Além disso, apesar do
aumento na producé@o de NO nas poucas fibras apgt@ncontradas, a grande maioria
de fibras com proliferagédo mitocondrial e aumerdatividade da NOS no sarcolema néo
apresentou apoptose. Nossos dados somados adserdtuia contribuem para o melhor
entendimento da relagédo do NO com a biogénesecaddumnitocondrial e do envolvimento
do processo apoptotico neste contexto. A invediigalestas relagdes € importante ja que
muitos estudos tém considerado a possibilidade s da inducdo da proliferacéo
mitocondrial através do NO como estratégia terapgytara Doencas Mitocondriais em
que ha deficiéncia mitocondrial e déficit energgti(lLIRA et al., 2010; NISOLI;
CARRUBA, 2006, WENZ et al., 2009). Além disso, Isuelos nos quais a L-arginina foi
utilizada no processo terapéutico de MELAS (KOGAIet2006; KUBOTA et al., 2004).
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Considerando o NO uma molécula sinalizadora, cajoepfisioldgico ou toxico
depende da concentragdo (RUIZ et al., 2011; WENRB9P, a sua utilizagdo naducdo da
proliferacdo mitocondrial deveer feita de forma bem regulada para atingir esost

benéficos sem gerar disfungdo maior devido asmugsiedades danosas.
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Nossos resultados sugerem que o NO esta relaciocaioa proliferagdo de
mitocondrias nas fibras de pacientes com Doencaschhdriais. No sarcolema destas
fibras, identificamos uma correlagdo positiva enremaior atividade da NOS e a
proliferacdo mitocondrial. No sarcoplasma, a atidiel da NOS estava relacionada ndo sé
com a proliferacdo, mas também com a fun¢éo mitiréaln

O tratamento de miotubos com sustancias que aumg8BAP e L-arginina) ou
diminuem (L-NMMA) a disponibilidade de NO confirmaue o aumento do NO leva a
um aumento do conteddo mitocondrial e a sua dimp@uicausa o efeito oposto,
diminuindo o conteldo de mitocondrias. No entamtbservamos que 0 aumento da
disponibilidade de NO para a célula deve ocorrandeeira regulada para ndo resultar em
efeito téxico, j& que os tratamentos dos miotubo®m SNAP e L-arginina, apesar de
aumentarem o conteddo mitocondrial, resultaram imaindicdo das atividades dos
complexos Il e IV.

O aumento da atividade da COX (subunidade do compM), observado apos o
tratamento de miotubos com L-NMMA, confirma o efeinibitério do NO sobre a COX
(enzima do complexo IV). Por outro lado, observamos menor atividade da NOS em
fibras musculares de pacientes com deficiéncia tetmpla COX, o0 que sugere um efeito
autorregulatério diante de uma atividade ja redudiol complexo V.

Em nosso estudo, ndo observamos uma maior fregquéecapoptose na maioria
das bidpsias musculares e células cibridas coriéedia mitocondrial, o que indica que
nestes pacientes e células, a apoptose nao € umo ¢&e robusto que possa influenciar na
perda de muitas fibras ou células. Além disso, einamos um pequeno aumento da
atividade da NOS nas poucas fibras apoptoticasnéractas, no entanto, a grande maioria
das fibras com proliferagdo mitocondrial e aumetdaatividade da NOS néo apresentou
nucleos apoptoticos, sugerindo mais uma vez queneiato do NO nestas fibras ocorre de
maneira muito bem regulada para que haja aument@oteddo mitocondrial sem

prejudicar a fungéo desta organela o que podesidtae na morte celular por apoptose.
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Apéndice-Analise quantitativa das atividades de SDH, COX,SN@® sarcoplasma e no
sarcolema nas fibras alteradas e normais doslipds

Atividade Enzimatica (%)

Tipo | Tipo Il
Histoquimic: Tipo de Fibri MédiatD.P N MédiatD.P N
SDH Normal 100,0+15,8 467 100,0+23,6 420
Baixa Prol./CO}- 127,2+24,3%  17C 110,4+36,Y 19t
RRF 234,9+72,38 402  311,8+1209 180
COX Norma 100,0+18,' 467 100,033, 42C
RRF/COX+ 139,2+49% 119  244,8+124% 62
RRF/DEF CO) 61,0+21,4Y 24 435+12,L 15
RRF/COX- e ) )
Baixa Prol./COD- 10,4+8,% 429 12,6498 297
NOS no Normal 100,0+24,8 467 100,0+45,0 420
Sarcoplasn® RRF/COX+ 183,5+126,4Y  11¢  365,4398,2Y 62
RRF/DEF COX  260,7+x171% 24 188,8+149.4 15
RRF/COX 113,5+83,7 25¢ 141,(+148,1 102
Baixa Prol./COX- 61,6+44,8) 170 55,13+419 195
NOSno Norma 100,(+19,= 467 100,(+20,€ 42C
Sarcolem& RRF/COX+ 163,8+459 119 143,7+52 9 62
RRF/DEF COX 185,5+54% 24 147,5+54 8 15
RRF/COX- 147,9+38@ 259 148,6+459 102
Baixa Prol./COX- 129,3+32,8 170 131,7+439 195
NOS no Normal 100,0+45,0 420 100,0+45,0 420
) Delecbes no 1) )
Sarcoplasni® DNA 83,5+79,5 312 83,5798 312
M;’F;aN‘?:.SU“O 417,1+¢4128 58  419,6+416® 57
INS 4370A 97,45454,2 6 142,71+68,C 6
NOS no Normal 100,0+20,6 420 100,0+20,6 420
) Delegbes no ) @
Sarcolem& DNA 138,2+45 8§ 312 138,2+45®@ 312
MiegSan®  1443:51# 58 1438:528) 57
INS 4370A 0 120,2433,7 12

Valores expressos em médiaesvio padrdo (D.P.) da média. Numero de fibratisadas (N).

Para histoquimica da SDH:(1) indica diferenca significante em relacéo asafitnormais, e (2) em
relacdo as fibras normais e as fibras Baixa Prol{C
Para histoquimica da COX: (1) indica diferenca significante em relacao asabnormais; e (2)
em relacédo as fibras normais e as fibras RRF/DER.CO
Para a histoquimica da NOS no Sarcoplasnf& (1) indica diferenca significante em relacéo as

fibras normais.

Para a histoquimica da NOS no Sarcolenfd: (1) indica diferenca significante em relacéo as
fibras normais, e (2) em relagéo as fibras normais fibras Baixa Prol./COX-.
Para a histoquimica da NOS no Sarcoplasnf& (1) indica diferenca significante em relacdo as

fibras normais.

Para a histoquimica da NOS no Sarcolenfd: (1) indica diferenca significante em relacdo as

fibras normais. Teste de Kruskal-Wallis com pésetee Dunn, p<0,05.
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ANEXO 1-Permisséo de uso da figura 1.

ANEXO 2-Permisséo de uso da figura 2.
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ANEXO 3-Permisséo de uso da figura 3.
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ANEXO 4-Permisséo de uso da figura 5.
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ANEXO 5-Permisséo de uso da figura 7.
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ANEXO 6-Aprovacio do Comité de Etica Institucional.
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