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� O óxido nítrico (NO) é um gás produzido pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS) e 

atua nos sistemas fisiológicos tanto de forma reguladora quanto tóxica. A sinalização pelo NO 

é responsável pelo controle de processos tais como, a vasodilatação endotelial, a ativação de 

receptores e fatores de transcrição nuclear, e a ação antimicrobiana e citotóxica das células do 

sistema imune. Além disso, estudos recentes têm apontado o NO como um importante 

regulador da função e biogênese mitocondrial. O NO por ser um radical livre também pode 

atuar de forma tóxica nos sistemas fisiológicos através de suas propriedades oxidantes, e ao 

reagir com o ânion superóxido, gerado durante a respiração mitocondrial, resulta na formação 

de um radical com maior poder oxidante; o peroxinitrito, que danifica proteínas, lipídeos e 

ácidos nucléicos.�
Neste estudo avaliamos a presença de anormalidades na produção de NO em biópsias 

de músculo esquelético de pacientes com Doenças Mitocondriais, e fizemos uma correlação 

tanto com a deficiência e proliferação mitocondrial, quanto com o defeito molecular presente 

nestas fibras. Investigamos o papel desta molécula em células miogênicas C2C12 de origem 

murina também em relação à função e à proliferação de mitocôndrias. Além disso, fizemos o 

estudo da presença de morte celular por apoptose nestas biópsias de pacientes e em células 

cíbridas contendo altas proporções de DNA mitocondrial (mtDNA) mutado. Analisamos a 

relação entre células apoptóticas, mutações no mtDNA, proliferação mitocondrial e atividade 

da NOS.  

Identificamos alterações compartimentalizadas da atividade da NOS nas fibras 

musculares. Os resultados mostram uma maior produção de NO na região do sarcolema 

(membrana plasmática da fibra muscular) relacionada com a proliferação mitocondrial 

presente nas fibras com alterações mitocondriais. Houve também alterações na produção de 

NO no sarcoplasma (citoplasma da fibra muscular) relacionadas não somente com a 

proliferação mitocondrial, mas também com a função desta organela. Além disso, estudos in 

vitro com miotubos em cultura mostraram que os tratamentos com doador de NO ou precursor 

de NO resultaram em um aumento significante no conteúdo mitocondrial. O tratamento com 

um antagonista da NOS resultou em uma diminuição do conteúdo mitocondrial. 

Apesar dos tratamentos com o doador e precursor de NO resultarem em aumento do 

conteúdo mitocondrial, as condições dos tratamentos reduziram as atividades dos complexo II 



e IV mitocondriais. Isto mostra que a indução da biogênese mitocondrial pelo NO deve ser 

muito bem regulada para evitar a toxicidade celular. 

O tratamento com o antagonista da NOS reduziu o conteúdo mitocondrial, mas 

aumentou a atividade do complexo IV. Este resultado pode estar relacionado com a 

propriedade do NO em inibir reversivelmente a atividade deste complexo. 

A análise de apoptose mostrou que há um pequeno aumento deste tipo de morte 

celular nas células cíbridas e fibras de pacientes contendo deleções no mtDNA. As fibras 

apoptóticas apresentaram um pequeno aumento da atividade da NOS. No entanto, os 

pacientes e células com outros tipos de mutações não apresentaram aumento de apoptose. 

Além disso, a maioria das fibras com aumento da atividade da NOS e proliferação de 

mitocôndrias não apresentou núcleos apoptóticos. Portanto, não houve uma correlação 

significante entre o índice de apoptose e a proliferação mitocondrial durante condições de 

aumento da síntese de NO. 

A análise integrada destes fatores: NO, apoptose, função mitocondrial e biogênese 

mitocondrial é importante, pois estudos recentes têm indicado a biogênese mitocondrial como 

uma possibilidade terapêutica para pacientes com Doenças Mitocondriais ou déficit 

energético devido ao mau funcionamento mitocondrial. Além disso, bons resultados foram 

obtidos em estudos que utilizaram um precursor do NO para tratar pacientes com MELAS 

(encefalomiopatia mitocondrial com acidose láctica e episódios do tipo acidente vascular 

cerebral), uma síndrome relacionada com a disfunção mitocondrial. 
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Nitric oxide (NO) is a gas produced by nitric oxide synthases (NOS) and acts in 

physiological systems both as a signaling molecule and toxic agent. NO signaling controls 

physiological processes such as: endothelial vasodilation, nuclear transcription factors and 

receptors activation, and antimicrobial and cytotoxic action in immune system cells. 

Moreover, recent studies indicate NO as an important regulator of mitochondrial biogenesis 

and function. NO is a free radical, therefore it might also act as a toxic agent in physiological 

systems through its oxidant properties. In addition, it reacts with superoxide anion, which is 

produced during mitochondrial respiration, resulting in formation of peroxynitrite; a potent 

oxidant that damages proteins, lipids and nucleic acids. 

In this study, changes in NO production were evaluated in patients muscle biopsies 

with mitochondrial diseases; and correlated with the mitochondrial deficiency, mitochondrial 

proliferation, and molecular alteration present in these fibers. The role of this molecule on 

mitochondrial proliferation and function was also investigated in the C2C12 mouse myogenic 

cell line. Furthermore, apoptotic cell death was quantified in patients biopsies and in cybrid 

cells containing high proportions of mutated mitochondrial DNA (mtDNA). The relationship 

among apoptotic cells, mtDNA mutations, mitochondrial proliferation and NOS activity was 

also analysed. 

Local changes in NOS activity were identified in muscle fibers. The results showed a 

NO overproduction in sarcolemmal area (fiber membrane) which was related to mitochondrial 

proliferation in fibers with mitochondrial alterations. There were also changes in NO 

production in sarcoplasmic area (fiber cytoplasm) which were related not only with 

mitochondrial proliferation, but also with function. In addition in vitro study with cultured 

myotubes showed that treatment with NO donor or NO precursor resulted in a significant 

increase in mitochondrial content whereas treatment with NOS antagonist resulted in 

mitochondrial content decrease.  

Although NO donor and precursor treatments resulted in increased mitochondrial 

content; treatments conditions resulted in lower complex II and IV activities; showing that 

induction of mitochondrial biogenesis by NO should be a fine regulated process to avoid toxic 

effects in cells.  

NOS antagonist treatment reduced mitochondrial content but increased complex IV 

activity; which might be related with the NO property to inhibit cytochrome c oxidase. 



 Apoptosis analysis showed a slight increase in this type of cell death in patient’s 

muscle fibers and cybrid cells containing mtDNA deletions. Apoptotic muscle fibers had a 

mild increase in NOS activity. Nevertheless, patients and cybrids with other types of 

mutations had no increase in apoptosis. Moreover; most of fibers with higher NOS activity 

and mitochondrial proliferation showed no apoptotic nuclei. Therefore, no significant 

correlation was found between the apoptotic index and mitochondrial proliferation during 

high NO synthesis conditions.  

 Integrated analysis of these factors: NO, apoptosis, mitochondrial function and 

biogenesis are important because recent studies indicate mitochondrial biogenesis as a 

possible therapeutic strategy for patients with either mitochondrial diseases or mitochondrial 

impairment and energetic failure. Furthermore, good results were seen in studies using a NO 

precursor to treat patients with MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, 

and stroke-like episodes), a syndrome related to mitochondrial dysfunction.  
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AICAR   Aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo  

AIF   Fator indutor de apoptose  

AMPK   Quinase ativada por monofosfato de adenosina  

ATP   Trifosfato de adenosina 

BSA   Albumina bovina sérica  

CII   Complexo II da cadeia respiratória mitocondrial 

CIV   Complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial 

CaCl2   Cloreto de cálcio  

cGMP   Guanosina monofosfato cíclico  

CO2   Dióxido de carbono  

CoCl2   Cloreto de cobalto  

COX    Citocromo c oxidase 

CPEO   Oftalmoplegia Externa Crônica Progressiva  

CREB   Elemento de ligação a proteínas de resposta à adenosina monofosfato  

   cíclico  

DAB    3,3' diaminobenzidina  

DCPIP   2,6 diclorofenolindofenol  

DETA-NO  Dietilenetriamina NONO 

DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium 

DNA    Ácido desoxirribonucléico  

DTT   Ditiotreitol  

EDTA   Ácido etilenodiamino tetra-acético  

EGTA   Ácido etilenoglicol tetra-acético  

eNOS   Óxido nítrico sintase endotelial 

ERRs   Receptores de estrogênio  

FADH2   Flavina adenina dinucleotídeo reduzido  

FBS   Soro fetal bovino  

HIF-1a   Fator de Hipóxia 1a 

H2O2   Peróxido de hidrogênio  

HS    Soro de cavalo 

iNOS   Óxido nítrico sintase indutível 

KCN   Cianeto de potássio  

KH2PO4   Fosfato de potássio dihidrogênio  

KSS   Síndrome de Kearns-Sayre  



LHON   Neuropatia Óptica Hereditária de Leber  

L-NAME  NG-nitro-L-arginine methyl ester 

L-NMMA  L- NG-monometil arginina 

LS   Síndrome de Leigh  

MELAS  Encefalomiopatia Mitocondrial, Acidose Láctica e Episódios Similares a 

   Acidentes Vasculares Cerebrais 

MEMSA  Epilepsia Mioclônica, Miopatia e Ataxia Sensorial  

MERRF  Epilepsia Mioclônica com Fibras Rajadas de Vermelho  

MNGIE  Encefalomiopatia Neurogastrointestinal Mitocondrial  

mPTP   Poro de transição de permeabilidade mitocondrial  

mRNA   Ácido ribonucléico mensageiro 

mtDNA   DNA mitocondrial  

mtNOS   Óxido nítrico sintase mitocondrial 

NADH    Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido  

NADPHd  Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase  

NARP   Fraqueza Neurogênica com Ataxia e Retinite Pigmentosa  

nNOS   Óxido nítrico sintase neuronal 

NO2
-   Nitrito  

NO   Óxido nítrico 

NOS   Óxido nítrico sintase 

NOS SL  Óxido nítrico sintase no sarcolema 

NOS SP  Óxido nítrico sintase no sarcoplasma 

NRF1   Fator de respiração nuclear 1 

NRF2   Fator de respiração nuclear 2 

O2    Oxigênio 

O2•�    Ânion superóxido  

ODQ   Oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1 

ONOO�    Peroxinitrito  

OXPHOS  Fosforilação oxidativa  

PBS   Tampão fosfato/salina  

PEO   Oftalmoplegia Externa Progressiva 

PGC-1a  Coativador 1a do receptor g ativado por proliferador de peroxissomo 

PPARs   Receptores ativados por proliferador de peroxissomo  

PVDF   Polyvinylidene difluoride  

ROS    Espécies reativas de oxigênio 

RRF   Fibras rajadas de vermelho  



RRF/COX+  Fibras com proliferação mitocondrial e atividade da COX positiva 

RRF/COX-  Fibras com proliferação mitocondrial e deficiência completa da COX 

RRF/DEF COX  Fibras com proliferação mitocondrial e deficiência parcial da COX 

rRNA   Ácido ribonucléico ribossômico 

SDH   Succinato desidrogenase 

SDS   Dodecil sulfato de sódio  

Sem Prol./COX- Sem proliferação mitocondrial e deficiência completa da COX 

sGC   Guanilato ciclase solúvel 

Sirt1   Deacetilase dependente de NAD  

SNAP     S-nitroso-N-penicilamina 

TBS   Tampão Tris/salina  

TdT    Transferase terminal de deoxinucleotídeo  

TEMED  Tetrametiletilenediamina  

Tfam   Fator de transcrição mitocondrial  

TPase   Timidina fosforilase  

tRNA   Ácido ribonucléico transportador 

TTFA   Tenoiltrifluoracetona  

TUNEL  Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End  

   Labeling  

U.A.   Unidades Arbitrárias 

 XIAP   Proteína inibidora de apoptose  
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1.1 Mitocôndria: aspectos gerais  

  

 As mitocôndrias são organelas citoplasmáticas das células eucarióticas cuja 

principal função é o fornecimento de energia indispensável para manutenção da maioria 

dos processos celulares. São organelas descendentes das a-proteobactérias que 

desenvolveram uma relação endossimbiótica com organismos eucarióticos ancestrais; 

assim, carregam muitas características de seu progenitor bacteriano, como a presença de 

material genético próprio, o DNA mitocondrial (mtDNA) (hipótese endossimbiótica) 

(GRAY et al., 2001).  

O mtDNA é uma molécula circular dupla fita que nos humanos possui somente 

16,569 kb. Este pequeno ácido desoxirribonucléico (DNA) está presente em muitas cópias 

em cada mitocôndria e contém 37 genes responsáveis pela codificação de 22 ácidos 

ribonucléicos transportadores (tRNAs), 2 RNAs ribossômicos (rRNAs)  e 13 RNAs 

mensageiros (mRNA) que codificam 13 proteínas da cadeia respiratória. Portanto, a 

mitocôndria possui autonomia para produção de proteínas importantes para a fosforilação 

oxidativa, no entanto, é dependente de genes nucleares para a codificação da grande 

maioria de suas proteínas, as quais são importadas do citosol (DI MAURO; DAVIDZON, 

2005). 

Estruturalmente a mitocôndria é formada por uma membrana externa, uma 

membrana interna, um espaço entre as membranas, e uma matriz mitocondrial delimitada 

pela membrana interna (COOPER, 2002) (Figura 1).  
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Figura 1-Fotomicrografia eletrônica de duas mitocôndrias. Cristas (cristae), matriz (matrix), 
membrana mitocondrial externa (outer mitochondrial membrane), e membrana mitocondrial interna 
(inner mitochondrial membrane). Reproduzido de [Mitochondrial dysfunction in Parkinson's 
Disease, KEANE, et al., 2011, 716871, 2011] com a permissão de Tracy Davey, EM Research 
Services, Newcastle University, anexo 1. 

 

O fornecimento de energia celular ocorre principalmente através da fosforilação 

oxidativa, processo da cadeia respiratória que ocorre nas cristas mitocondriais. Neste 

processo moléculas redutoras (ex. nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido - NADH, 

flavina adenina dinucleotídeo reduzido - FADH2) doam elétrons que passam por uma série 

de carreadores ao longo da cadeia respiratória (ex. Coenzima Q10, citocromo c) até chegar 

ao aceptor final, o oxigênio (O2), que é reduzido formando água (COOPER, 2002).  

A cadeia respiratória é formada por cinco complexos protéicos: o complexo I 

(NADH-coenzima Q oxidorredutase) que cataliza a oxidação de NADH e redução da 

coenzima Q10 na sua forma oxidada (ubiquinona); o complexo II (succinato-ubiquinona 

oxidorredutase) que cataliza a oxidação de succinato a fumarato e a redução da coenzima 

Q10 oxidada; o complexo III (ubiquinona-citocromo-c oxidorredutase) catalizador da 

oxidação da coenzima Q10 na sua forma reduzida (ubiquinol) e a redução do citocromo c; 

e o complexo IV (citocromo-c oxidase ou COX) catalizador da oxidação do citocromo c e 

da redução de O2, resultando na formação de água. A transferência de elétrons pela cadeia 

respiratória libera energia que é utilizada para bombear prótons (H+) da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembrana, criando um gradiente eletroquímico através da 

membrana interna. A energia potencial armazenada neste gradiente é captada pelo 
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complexo V (ATP sintase), que acopla a síntese de trifosfato de adenosina (ATP) com o 

retorno, energeticamente favorável, dos prótons para a matriz mitocondrial (ROTIG, 2010) 

(Figura 2). 

Dentre os cinco complexos protéicos somente o complexo II é totalmente 

codificado pelo genoma nuclear, os demais complexos contém proteínas codificadas tanto 

pelo genoma nuclear quanto pelo mitocondrial (ROTIG, 2010) (Figura 2).  

 
Figura 2-Representação esquemática da cadeia respiratória e do mtDNA humano. Superior: 
complexos da cadeia respiratória. As subunidades codificadas pela mitocôndria e aquelas 
codificadas pelo núcleo estão representadas em cores diferentes: subunidades do complexo I = 
azul; subunidades do complexo III = verde; subunidades do complexo IV = vermelho; subunidades 
do complexo V = amarelo. Pi = fosfato inorgânico; Cyt c = citocromo c; CoQ = Coenzima Q. 
Complexo I, II, III, IV e V (Complex I, II, III, IV and V), Succinate (Succinato), Fumarate 
(Fumarato). Inferior: mtDNA. Genes que codificam proteínas mitocondriais: genes do complexo I 
= azul; genes do complexo III, citocromo b = verde; genes do complexo IV = vermelho; genes do 
complexo V = amarelo. Genes que codificam RNAs: genes de tRNAs = cinza; genes de rRNAs = 
lilás. Cyt b = citocromo b; COI = complexo I; COII = complexo II; COIII = complexo III. 
Reproduzido de [Mitochondrial disorders, ZEVIANI; DI DONATO, 127, 2153–2172, 2004] com a 
permissão de Oxford University Press, anexo 2. 
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O ATP é um nucleotídeo que armazena energia em suas ligações químicas 

(ligações entre os fosfatos) e pode ser utilizado pela célula como fonte de energia imediata 

(BERDANIER, 2005). 

Outros processos mitocondriais também contribuem para o suprimento energético 

celular como a: oxidação de ácidos graxos, o ciclo do ácido cítrico (Ciclo de Krebs) e a 

gliconeogênese. As mitocôndrias são responsáveis ainda por sintetizar uréia, produzir 

radicais livres e mediar morte celular por apoptose (BERDANIER, 2005). 

A síntese da uréia ocorre através do ciclo da uréia, para reduzir o acúmulo 

potencialmente tóxico de grupamentos amônia que são removidos dos aminoácidos 

(BERDANIER, 2005). 

Os radicais livres (espécies reativas de oxigênio - ROS e espécies reativas de 

nitrogênio) produzidos na mitocôndria atuam tanto na regulação do metabolismo celular 

(ativação de receptores e fatores de transcrição nuclear, ação antimicrobiana e citotóxica 

das células do sistema imune e regulação de expressão gênica) quanto no estresse 

oxidativo e/ou nitrosativo responsável pela lesão de tecidos. Além disso, a própria 

mitocôndria possui mecanismos de detoxificação desses radicais através das superóxido 

dismutases e catalase. Radicais livres são subprodutos inevitáveis da fosforilação oxidativa 

(MURPHY, 2009). Em condições normais, os níveis de radicais livres são baixos, mas 

podem gerar patologias se não forem removidos pelos sistemas de detoxificação 

mitocondriais. Caso os níveis de radicais ultrapassem a capacidade destes sistemas, o dano 

oxidativo ocorre em proteínas, lipídeos e DNA, constituindo o estresse oxidativo 

(MURPHY, 2009). 

A apoptose ou a morte celular programada é um processo altamente regulado que 

ocorre nas células de mamíferos em condições fisiológicas, por exemplo, durante a 

morfogênese nos períodos embrionário e fetal e na manutenção da homeostase nos tecidos 

adultos. A apoptose também ocorre em condições patológicas como em neoplasias, 

doenças autoimunes e neurodegenerativas. A mitocôndria exerce um papel importante no 

desencadeamento e amplificação de eventos apoptóticos. Proteínas pró apoptóticas como: 

citocromo c, fator indutor de apoptose (AIF), endonuclease G, Smac/Diablo e Htr/Omi, 

estão presentes no espaço intermembrana mitocondrial. Quando liberadas para o citosol, 

estas proteínas ativam a cascata de proteases (caspases) induzindo a fragmentação do DNA 

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

 

 



29 
 

1.2 Doenças Mitocondriais 

  

  As Doenças Mitocondriais são causadas por mutações no DNA mitocondrial ou 

nuclear que resultam em disfunção mitocondrial devido ao mau funcionamento na cadeia 

respiratória (DI MAURO, 2006). 

As primeiras Doenças Mitocondriais foram descritas por Kearns e Sayre (1958), 

mais tarde por Ernester et al. (1959) e por Luft et al. (1962) (Doença de Luft), sendo que 

somente na década de 70 é que outras Doenças Mitocondriais começaram a ser descritas. 

Em 1988, foram descritas as primeiras mutações presentes no mtDNA associadas a 

doenças em humanos (HOLT, et al., 1988; WALLACE et al., 1988).  

O conhecimento de que a mitocôndria possui seu próprio DNA é antigo (NASS; 

NASS, 1963), no entanto, a caracterização completa da seqüência nucleotídica do mtDNA 

humano só foi desvendada em 1981 por Anderson et al.. Esta descoberta tornou possível 

fazer a ligação entre as alterações bioquímicas, estruturais e histopatológicas das Doenças 

Mitocondriais, até então descritas, com várias mutações do mtDNA. E em 1992, Bourgeois 

et al. detectou a primeira mutação nuclear causadora de uma mitocondriopatia. Desde 

então, muitas mutações patogênicas têm sido mapeadas no mtDNA e no DNA nuclear 

(FINSTERER, 2004).  

Estudos epidemiológicos feitos nos últimos anos têm confirmado a noção de que as 

Doenças Mitocondriais estão entre as doenças genéticas mais comuns (Tabela 1). 

Baseando-se nos dados disponíveis, estima-se que a prevalência de todas as Doenças 

Mitocondriais seja de 11.5:100.000 (~1:8.500) (CHINNERY, 2010). 
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Tabela 1-Prevalência de Doenças Mitocondriais. 

População do Estudo Mutação ou Doença 
Prevalência da 
Doença/100.000 

(95%I.C.)1 

Nordeste da Inglaterra 
Prevalência em Agosto de 1997 

Tamanho 
populacional=2.122.290 

(CHINNERY et al., 2000) 

Todas as deleções no mtDNA 1.332 (0.76-1.89) 
Todas as mutações pontuais no 

mtDNA 5.242 (4.12-6.37) 

m.11778G>A, m.3460G>A 
(LHON) 3.292 (2.39-4.18) 

m.3243A>G 0.952 (0.47-1.43) 
m. 8344A>G 0.252 (0.01-0.5) 

Todas as mutações em mtDNA 6.573 (5.30-7.83) 
Nordeste da Finlândia 

Prevalência em Adultos 
Tamanho 

populacional=245.201 
(MAJAMAA et al., 1998) 

m.3243A>G 5.71 (4.53-6.89) 

Oeste da Suécia 
Crianças menores de 16 anos = 

385.616 
(DARIN et al., 2001) 

Encefalomiopatia mitocondrial 
infantil 4.74 (2.8-7.6) 

Victoria, Australia 
Prevalência ao nascimento 

1.710.000 nascimentos 
(SKLADAL et al., 2003) 

Doenças da cadeia respiratória 
infantil 4.75 (3.2-5.0) 

Síntese Adultos e crianças com 
Doenças Mitocondriais 

~11.5 

                       Fonte: CHINNERY, 2010 
(1) I.C.= intervalo de confiança; 
(2)  Prevalência de Doenças Mitocondriais baseada em adultos afetados (entre 16 e 65 anos 

para homens e 16 e 60 anos para mulheres);  
(3) Prevalência das mutações em mtDNA baseada em todos os indivíduos até 65 anos para 

homens e 60 para mulheres; 
(4) Prevalência em janeiro de 1999; 
(5) Prevalência ao nascimento medida entre 1987 e 1996.  

 
 

Assim, o interesse no estudo mitocondrial só tem crescido nas últimas décadas. 

Inicialmente pensava-se que as doenças envolvendo esta organela eram raras, no entanto, a 

medida que o conhecimento evolui, observa-se o contrário. Além disso, a disfunções 

mitocondriais têm sido descritas em muitas outras doenças, como nas neurodegenerativas, 

Doença de Alzheimer, Parkinson, Huntington e Esclerose Lateral Amiotrófica, e nos 

processos neurodegenerativos associados ao envelhecimento. Deste modo, muitos grupos 

têm direcionado sua atenção para desenvolver terapias para estas doenças, tendo a 

mitocôndria, como alvo principal (MOREIRA et al., 2010). 



31 
 

As Doenças Mitocondriais possuem um padrão de herança mendeliana, quando a 

mutação esta presente no DNA nuclear, ou um padrão de herança materna, quando a 

mutação ocorre no mtDNA; pois na fertilização este DNA deriva do óvulo. A herança de 

mtDNA paterno já foi descrita podendo ocorrer nas Doenças Mitocondriais, no entanto, é 

um padrão de herança raro (SCHWARTZ; VISSING, 2002). Além disso, alterações no 

mtDNA, geralmente associadas a duplicações e deleções, podem ocorrer devido a 

mutações esporádicas (TAYLOR et al., 2004). 

Cada mitocôndria pode conter de 5 a 10 cópias de mtDNA e cada célula contém 

dezenas ou centenas de mitocôndrias dependendo do tecido. Quando uma célula contém 

100% do mtDNA mutado é caracterizada como homoplásmica, no entanto, quando 

apresenta uma mistura de mtDNA normal e mutado é caracterizada como heteroplásmica. 

A transmissão do mtDNA mutado ocorre durante a divisão das mitocôndrias, e a proporção 

de mutante passado para cada célula filha é aleatória, fenômeno conhecido com segregação 

mitótica. Este fenômeno explica como alguns pacientes com Doenças Mitocondriais 

relacionadas com mutação no mtDNA podem ter uma mudança de fenótipo clínico com o 

envelhecimento (DI MAURO; DAVIDZON, 2005).  

Os fatores que determinam se uma célula ou tecido será afetado são: o tipo de 

mutação, a proporção de mtDNA mutante e o limiar de cada célula ou tecido. Tecidos que 

apresentam grande requerimento energético, como o cérebro e os músculos estriados, 

esquelético e cardíaco, apresentam um limiar mais baixo que aqueles com menor 

requerimento energético, como células hematopoiéticas. Assim, a proporção de mtDNA 

mutante necessária para ultrapassar o limiar e tornar o tecido deficiente é menor em tecidos 

de grande requerimento energético (DI MAURO; DAVIDZON, 2005).  

Homoplasmia, heteroplasmia, segregação mitótica, limiar do tecido e tipo de 

mutação são características que determinam a grande heterogeneidade clínica presente nas 

Doenças Mitocondriais. Os pacientes com doença mitocondrial podem apresentar sintomas 

clínicos em um ou em vários tecidos, e principalmente, naqueles com alta demanda 

energética (sistema nervoso central e periférico, glândulas endócrinas, coração, olhos, 

ouvido, trato gastrointestinal, fígado, rins e músculo esquelético) (MIRABELLA et al., 

2000) (Figura 3 e Tabela 2). 
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Figura 3-Características clínica das Doenças Mitocondriais. As Doenças Mitocondriais podem 
resultar no envolvimento de um único órgão (surdez sensorioneural, diabetes, falência visual, 
miopatia ou cardiomiopatia), ou no envolvimento multissistêmico. Sistema nervoso central (central 
nervous system), encefalopatia (encephalopathy), episódios do tipo AVC (stroke-like episodes), 
convulsões e demência (seizures and dementia), psicose e depressão (psychosis and depression), 
ataxia (ataxia), enxaqueca (enxaqueca), cardíaco (cardiac), cardiomiopatia hipertrófica 
(Hypertrophic cardiomyopahty), cardiomiopatia dilatada (dilated cardiomyopahty), bloqueio 
cardíaco (heart block), síndrome da pré-excitação (pré-excitation syndrome), defeitos nos túbulos 
renais (renal tubular defects), síndrome Toni-Fanconi-Debre (Toni-Fanconi-Debre syndrome), 
músculo (muscle), miopatia (myopathy), disfagia (disphagia), pseudo-obstrução (pseudo-
obstruction), constipação (constipation), falência hepática (hepatic failure, olhos (eye), 
otalmoplegia externa (external ophtalmoplegia), ptose (ptosis), catarata (cataract), retinopatia 
pigmentar (pigmentary retinopathy), atrofia óptica (optic atrophy), audição (hearing), surdez 
sensorioneural bilateral (bilateral sensorineural deafness), pele (skin), queratoderma palmoplantar 
(palmoplantar keratoderma), endócrino (endocrine), hipoparatireoidismo (hypoparathyroidism), 
hipotireoidismo (hypothyroidism), falência gonadal (gonadal failure), sistema nervoso periférico 
(peripheral nervous system), neuropatia axonal sensorial e motora (axonal sensorimotor 
neuropathy). Reproduzido de [Mitochondria, CHINNERY; SCHON, 74, 1188-1199, 2003] 
com a permissão de BMJ Publishing Group Ltd, anexo 3. 
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Tabela 2-Doenças Mitocondriais mais freqüentes, tipo de mutação relacionada, sintomas 
clínicos primários e adicionais. 
Mutação mais freqüente Doença 

Mitocondrial 
Sintomas Primários Sintomas Adicionais 

Mutação em gene nuclear 
(POLG) 

Síndrome de Alpers-
Huttenlocher 

Hipotonia 
Convulsões 
Insuficiência Renal 

Tubulopatia Renal 

Deleção ou Duplicação no 
mtDNA (mutação de 
aparecimento esporádico) 

Oftalmoplegia 
Externa Crônica 
Progressiva (CPEO) 

Oftalmoplegia Externa 
Ptose Bilateral 

Miopatia Proximal 
Moderada 

Deleção ou Duplicação no 
mtDNA (mutação de 
aparecimento esporádico) 

Síndrome de 
Kearns-Sayre (KSS) 

PEO (Oftalmoplegia Externa 
Progressiva) antes de 20 anos de 
idade 
Retinopatia Pigmentar 
Pode apresentar: 
Proteína CSF >1g/L, Ataxia 
Cerebelar ou Bloqueio Cardíaco 

Surdez Bilateral 
Miopatia 
Disfagia 
Diabetes Mellitus 
Hipoparatireoidismo 
Demência 
 

Deleção ou Duplicação no 
mtDNA (mutação de 
aparecimento esporádico) 

Síndrome de 
Pearson 

Anemia Sideroblástica Infantil 
Pancitopenia 
Falência pancreática exócrina 

Tubulopatia Renal 
 

 

Miopatia Infantil e 
Acidose Láctica 
(Formas: Fatal e Não 
Fatal) 

Hipotonia no primeiro ano de vida 
Dificuldades alimentares e 
respiratórias 

A forma fatal pode estar 
associada com 
cardiomiopatia e/ou 
Síndrome Toni Fanconi-
Debre 

Mutações em genes 
Nucleares 

Síndrome de Leigh 
(LS) 

Encefalopatia Subaguda necrotizante 
Sinais de alterações no Tronco 
Cerebral e Cerebelo 
Início na Infância 

Alterações em ganglios 
da base 
Histórico materno de 
doença neurológica ou 
Síndrome de Leigh 

Mutação de Ponto no 
mtDNA: 
m.T8993G, 
m.T8993C 

Fraqueza 
Neurogênica com 
Ataxia e Retinite 
Pigmentosa (NARP) 

Neuropatia Periférica com início na 
infância tardia ou fase adulta 
Ataxia 
Retinopatia Pigmentar 

Alterações em ganglios 
da base 
Eletroretinograma 
anormal 
Neuropatia sensitivo 
motora 

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

Encefalomiopatia 
mitocondrial, acidose 
láctica e 
episódios similares a 
acidentes vasculares 
cerebrais 
(MELAS) 

Episódios tipo acidente vascular 
cerebral com idade < 40 anos 
Convulsões e/ou Demência 
Fibras rajadas de vermelho (RRF) 
e/ou Acidose Láctica 

Diabetes Mellitus 
Cardiomiopatia 
(inicialmente hipertrófica 
e posteriormente 
dilatada) 
Surdez Bilateral 
Retinopatia pigmentar 
Ataxia cerebelar 

Mutação em gene nuclear 
(POLG) 

Epilepsia Mioclônica, 
Miopatia e Ataxia 
Sensorial (MEMSA) 

Miopatia 
Convulsões 
Ataxia Cerebelar 

Demência 
Neuropatia Periférica 
Espasmos 

Mutação de Ponto no 
mtDNA para tRNA: 
m.A8344G, m.T8993C 

Epilepsia Mioclônica 
com Fibras Rajadas 
de Vermelho (RRF) 
(MERRF) 

Mioclonia 
Convulsões 
Ataxia Cerebelar 
Miopatia 

Demência 
Atrofia Óptica 
Surdez Bilateral 
Neuropatia Periférica 
Espasmos 
Lipomatose Multipla 

Mutações de Ponto no 
mtDNA: m.G11778A, 
m.T14484C, m.G3460A 

Neuropatia Óptica 
Hereditária de Leber 
(LHON) 

Falência Visual Bilateral Subaguda 
Proporção Homens:Mulheres ~4:1 
Idade Média de Início: 24 anos 

Distonia 
Síndrome de pré-
excitação cardíaca 

      Fonte: CHINNERY, 2010 

 

 Atualmente os tratamentos disponíveis para as Doenças Mitocondriais são bastante 

limitados e geralmente restringem-se ao tratamento dos sintomas e não da deficiência 

causadora da doença. Apenas a deficiência de Coenzima Q pode ser corrigida pela 
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administração da enzima exógena, os demais casos, não possuem um tratamento 

farmacológico eficaz (WENZ, 2009). 

 As Doenças Mitocondriais, que são compatíveis com a vida, causam uma 

deficiência parcial na fosforilação oxidativa, assim, uma capacidade mínima residual é 

mantida. Trabalhos recentes têm mostrado que o aumento desta capacidade residual pelo 

estímulo da biogênese mitocondrial e conseqüentemente do aumento do número de 

mitocôndrias pode ter uma perspectiva terapêutica (WENZ, 2009).  

Muitos são os fatores que controlam o processo de biogênese mitocondrial, mais de 

mil genes regulam e sincronizam este processo. Dentre estes reguladores estão os fatores 

de transcrição nuclear: fatores de respiração nuclear 1 e 2 (NRF1 e NRF2), receptores 

ativados por proliferador de peroxissomo (PPARs), e  receptores de estrogênio (ERRs) que 

ativam a expressão de genes nucleares que codificam proteínas mitocondriais; e fator de 

transcrição mitocondrial (Tfam) que, por sua vez, regula a expressão de genes 

mitocondriais (WENZ, 2009). 

Todos estes fatores regulatórios parecem convergir para um componente chave, o 

coativador 1a do receptor g ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-1a) . O PGC-

1a liga-se a NRF1 e NRF2, aos receptores nucleares, PPAR e ERR e, assim, coativa a 

expressão dos genes alvos (Figura 4). Em alguns casos PGC-1a também aumenta a 

expressão de ERR, NRF1 e NRF2, assim, é considerado o mais importante regulador da 

biogênese mitocondrial (WENZ, 2009). 

Muitos são os estímulos que ativam a expressão gênica de PGC-1a, dentre eles 

estão: agonistas de PPARs (WENZ et al., 2008), elemento de ligação a proteínas de 

resposta à adenosina monofosfato cíclico (CREB) (WU et al., 2006), flutuação térmica 

(WU et al., 1999), cálcio/calmodulina (HANDSCHIN et al., 2003), mudanças no nível de 

O2 (O’HAGAN et al., 2009), aumento de ROS (IRRCHER et al., 2009) e aumento de 

óxido nítrico (NO) (BORNIQUEL et al., 2006). A atividade de PGC-1a também pode ser 

modulada por fatores indutores pós-translacionais como: quinase ativada por monofosfato 

de adenosina (AMPK) e deacetilase dependente de NAD (Sirt1) (Figura 4) (CANTO; 

AUWERX, 2009).  

O exercício físico é outro fator ativador de PGC-1a. Esta resposta aos exercícios 

ocorre principalmente através de AMPK e também do aumento do cálcio citosólico em 

resposta à contração muscular (Figura 4) (OJUKA, 2004). Muitos estudos com pacientes 

que apresentam mutações patogênicas no mtDNA mostram bons resultados na melhora dos 
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sintomas e qualidade de vida através da prática regular de exercícios físicos 

(TAIVASSALO; HALLER, 2005; JEPPESEN et al., 2006; ZEVIANI, 2008;). 

Além do exercício físico, a biogênese mitocondrial via PGC-1a pode ser 

estimulada através de fármacos que ativam PPARs, AMPK e Sirt 1. Assim, fibratos e 

rosiglitazona (ativadores de PPARs), metformina e aminoimidazol carboxamida 

ribonucleotideo (AICAR) (ativadores de AMPK) e resveratrol (ativador de Sirt 1) são 

drogas capazes de ativar estas proteínas e, portanto, induzir a proliferação mitocondrial 

(Figura 4). No entanto, apesar da indução da biogênese mitocondrial ter sido demonstrada 

para a maioria destas substâncias (DONG et al., 2007; e WU et al., 2006), o bezafibrato foi 

o único capaz de aumentar a expressão de PGC-1a e a atividade da cadeia respiratória 

tanto em modelo animal de miopatia mitocondrial (WENZ et al., 2008), quanto em 

fibroblastos e mioblastos de pacientes com Doenças Mitocondriais (BASTIN et al., 2008).  

 

 

Figura 4-Representação esquemática de fatores indutores da biogênese mitocondrial. Em azul 
e verde, estão representados os fatores que ativam a expressão gênica ou que modulam a atividade 
pós-tranlacional de PGC-1a. Os fatores que ativam a expressão gênica são: aumento de cálcio 
citosólico após exercícios físicos, drogas agonistas de PPARg (Fibratos e Rosiglitazonas), aumento 
de NO, aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS), mudança nos níveis de O2, flutuação 
térmica e CREB. Os fatores que modulam a atividade pós-translacional de PGC-1a são: drogas 
agonistas de AMPK (Metformina e AICAR) ou da proteína Sirt 1 (Resveratrol), ou estímulo de 
AMPK através de exercícios físicos. PGC-1a faz a coativação, juntamente com NRF-1, NRF-2 e 
ERR, de genes nucleares que codificam proteínas mitocondriais. 
 
�

Os fibratos são derivados do ácido fíbrico largamente utilizados na prática clínica 

para diminuir os níveis de triglicérides e aumentar os níveis de lipoproteína de alta 

densidade (HDL-C) no tratamento de hiperlipidemia. No entanto, são compostos que 
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podem gerar muitos efeitos colaterais, dentre eles: hepatotoxicidade, sintomas 

gastrointestinais e dermatológicos. Além disso, o tratamento com os fibratos já foi 

relacionado com casos raros de miopatia (GOLDENBERG et al., 2008).  

Além de seu importante envolvimento na biogênese mitocondrial, o PGC-1a 

também tem efeito neuroprotetor através da supressão de morte celular via ROS (ST-

PIERRE et al., 2006), regulação da angiogênese (ARANY et al., 2008), e a sinalização 

pelo Fator de Hipóxia 1a (HIF-1a), responsável por conectar os sinais de aumento da 

demanda por O2 após a biogênese mitocondrial com o aumento do suprimento de O2 

(O’HAGAN et al., 2009). No músculo esquelético, o PGC-1a também regula a autofagia e 

a apoptose, além de estabilizar a transmissão na junção neuromuscular (ADHIHETTY et 

al., 2009; SANDRI et al., 2006).  

Estudos mostram que o aumento moderado de mitocôndrias através de PGC-1a 

pode ser benéfico em modelo animal de miopatia mitocondrial (Figura 5) (WENZ et al., 

2008, 2009). 
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Figura 5-Modelo do efeito terapêutico da ativação de PGC-1a a a a nas Doenças Mitocondriais. 
(A) Paciente com doença mitocondrial devido a mutação (mutation) heteroplasmica no mtDNA. A 
heteroplasmia resulta em diferentes populações de mitocôndrias com graus variados de capacidade 
da fosforilação oxidativa (OXPHOS). A biogênese mitocondrial induzida por PGC-1a pode 
aumentar todas as populações mitocondriais resultando em maior número de mitocôndrias com 
alguma capacidade energética por célula e, portanto, aumenta a produção de ATP. (B) Paciente 
com doença mitocondrial devido à mutação nuclear. A mutação em gene nuclear resulta em um 
tipo de população mitocondrial com atividade residual da fosforilação oxidativa diminuída. A 
biogênese mitocondrial induzida por PGC-1a pode aumentar a massa de mitocôndrias com 
deficiência resultando em um aumento da capacidade de fosforilação oxidativa por célula 
(increased OXPHOS capacity per cell) e, portanto, aumenta o suprimento celular de ATP. Defeito 
na fosforilação oxidativa (OXPHOS defect), núcleo (nucleus), tipo selvagem (wild-type). 
Reproduzido de [PGC-1a Activation as a Therapeutic Approach in Mitochondrial Disease, WENZ, 
61(11), 1051–1062, 2009] com a permissão de John Wiley and Sons, anexo 4. 
 
 

Os pacientes com Doenças Mitocondriais geralmente apresentam espontâneamente 

fibras musculares com acúmulo de mitocôndrias, as chamadas Ragged Red Fibers, ou 

Fibras Rajadas de Vermelho (RRF) (Figura 6). Não se sabe ao certo qual é o fator 

responsável e porque ocorre o acúmulo de mitocôndrias nestas fibras, no entanto, acredita-

se que possa ser um mecanismo de compensação natural em resposta à deficiência 
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energética presente. Apenas fibras musculares isoladas com importante deficiência 

energética apresentam este aumento; assim, o estímulo da biogênese mitocondrial em todos 

os tipos celulares incluindo aqueles que apresentam deficiência energética baixa ou 

moderada poderia induzir o aumento de mitocôndrias saudáveis e melhorar a capacidade 

energética global, o que garantiria a função e sobrevivência tecidual (WENZ, 2009).  

 

 

Figura 6-Biópsia de músculo esquelético de paciente com doença mitocondrial submetida à 
coloração histoquímica para SDH (succinato desidrogenase). SDH é uma enzima do complexo 
II da cadeia respiratória; este é o único complexo totalmente codificado pelo DNA nuclear, assim, 
apresenta atividade aumentada em fibras com deficiência mitocondrial e proliferação mitocondrial. 
Setas: Fibra normal - sem proliferação mitocondrial e fibra com proliferação mitocondrial (RRF). 
 
 

Por outro lado, estudos mostraram que o excesso de proliferação mitocondrial 

devido ao aumento anormal de PGC-1a pode ser prejudicial para o músculo esquelético e 

cardíaco de camundongos causando miopatia ou cardiopatia severas (LEHMAN et al., 

2000; MIURA et al., 2006).  

Além disso, há controvérsias entre trabalhos que analisaram fibras musculares com 

proliferação mitocondrial em paciente com Doenças Mitocondriais. Enquanto alguns 

grupos viram nestas fibras um aumento de morte celular por apoptose (AURÉ et al., 2006; 

UMAKI et al., 2002), outros não identificaram este aumento (FAGIOLARI et al., 2002; 

IKEZOE et al., 2002; SCIACCO et al., 2001). E trabalhos utilizando células cíbridas com 

mutações no mtDNA, também mostraram que estas mutações deixam as células mais 

susceptíveis a estímulos apoptóticos (DANIELSON et al., 2002; GHELLI et al., 2003; LIU 

et al., 2004 e SCHOELER et al., 2005).  
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O modelo das cíbridas foi introduzido por King e Attardi em 1989. São células com 

background nuclear idêntico ao das células parentais (143B), no entanto, enquanto as 

células parentais apresentam mtDNA normal, as cíbridas apresentam mtDNA mutado.  

Assim, são um excelente modelo para a investigação da influência das mutações no 

mtDNA sobre a função e fenótipo celular (SCHOELER et al., 2005). 

Portanto, é preciso determinar nestas fibras com mutações genéticas se o aumento 

do número mitocondrial que ocorre naturalmente contribui para o aumento da capacidade 

energética, ou resulta em um maior conteúdo de mitocôndrias deficientes que gera uma 

maior susceptibilidade da fibra em sofrer morte celular por apoptose. Determinar se estas 

fibras que já passaram pelo processo de biogênese mitocondrial são viáveis é importante, 

pois reforça a estratégia terapêutica que prevê a indução da proliferação mitocondrial para 

o tratamento de Doenças Mitocondriais, ou de outras doenças em que há déficit energético 

devido a um mau funcionamento das mitocôndrias. 

Estes trabalhos indicam também que a biogênese mitocondrial precisa ser induzida 

de forma bem regulada para atingir os efeitos benéficos e não causar uma piora do 

funcionamento celular. 

 

1.3 Óxido nítrico e mitocôndria 

 

O NO é um radical livre e sua síntese celular é catalisada pelas isoenzimas óxido 

nítrico sintases (NOS). Três destas enzimas estão bem caracterizadas: NOS neuronal 

(nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS indutível (iNOS). Apesar das suas denominações, 

a expressão destas enzimas não é específica dos tecidos neuronal ou endotelial. O NO é 

produzido através da reação enzimática catalisada pelas NOS, que consomem L-arginina e 

O2, produzindo NO e L-citrulina. A nNOS e eNOS são reguladas pelo sistema 

cálcio/calmodulina, enquanto que a atividade de iNOS não depende do cálcio. O músculo 

esquelético expressa as três isoformas de NOS, sendo que iNOS é expressa somente 

durante o processo inflamatório (STAMLER; MEISSNER, 2001).  

O NO age nas mitocôndrias em vários níveis e, devido a suas propriedades 

vasodilatadoras, regula o fluxo sanguíneo nos tecidos suprindo indiretamente a 

mitocôndria com substratos para a respiração celular. O controle da vasodilatação também 

permite a redistribuição do calor gerado pela respiração celular. Além disso, o NO regula 

diretamente a ligação/desligamento do O2 à hemoglobina (WOLZT et al., 1999) e, assim, o 

fornecimento de O2 para as mitocôndrias (NISOLI; CARRUBA, 2006). 
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O NO também influencia na função mitocondrial ao ligar-se reversivelmente à 

citocromo c oxidase (COX), a última enzima na cadeia de transporte de elétrons. Ao 

contrário do O2, o NO liga-se na COX tanto na sua forma reduzida quanto oxidada. Sob 

baixas concentrações de O2, quando a COX está reduzida, o NO liga-se ao centro heme a3 

desta enzima no seu estado ferroso e compete com o O2. Sob altas concentrações de O2, 

quando a COX está oxidada o NO liga-se ao centro de Cobre b (Cub) desta enzima, de 

forma que não compete com O2. As duas reações podem ser consideradas reversíveis, já 

que a ligação de NO com o COX na sua forma reduzida pode ser revertida pelo O2, 

enquanto que a reação com a forma oxidada leva a conversão de NO a nitrito (NO2-) que se 

dissocia da enzima resultando no consumo de NO (Figura 7) (TAYLOR; MONCADA, 

2010).  

Sob baixas concentrações de O2, quando NO liga-se a COX reduzida, e não é 

consumido, há o acúmulo do NO no microambiente celular e isto tem implicações tanto na 

taxa respiratória quanto no tônus vascular local em situações de hipóxia. Além disso, esse 

acúmulo leva à uma redistribuição de O2 para as células vizinhas, e a regulação da 

expressão de HIF-1a,  que permite controle fino do metabolismo celular sob condições de 

hipóxia. Assim, as interações entre a COX e NO podem ter uma gama de conseqüências 

para a célula na percepção de mudanças na concentração de O2 e no desencadeamento de 

respostas adaptativas a hipóxia (Figura 7) (TAYLOR; MONCADA, 2010).  
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Figura 7-Influência da concentração do O2 na atividade da citocromo c oxidase (CcO ou 
COX). Sob altas concentrações de O2, quando a enzima está predominantemente na forma oxidada, 
ela consome O2 e metaboliza NO. Sob baixas concentrações de O2, quando a enzima está 
predominantemente na forma reduzida, o O2 e o NO competem para se ligarem à CcO e o NO não 
é metabolizado. Isto resulta em um aumento da concentração de NO, formação de ROS, e 
redistribuição de O2 resultado do seu menor consumo. A sinalização resultante deste processo 
inclui a regulação de HIF, NF-kB, AMPK, e vias dependentes de guanosina monofosfato cíclico 
(cGMP). Oxidado (oxidized), reduzido (reduced), metabolismo (metabolism), consumo 
(consumption), redistribuição (redistribution). Reproduzido de [Nitric Oxide, Cytochrome C 
Oxidase, and the Cellular Response to Hypoxia, TAYLOR; MONCADA, 30, 643-647, 2010] com 
permissão de Wolters Kluwer Health, anexo 5.�

 

 Além do papel fisiológico, muitos grupos mostraram que o NO, em altas 

concentrações, também possui um papel tóxico através da formação do peroxinitrito 

(ONOO� ). O peroxinitrito é formado a partir da reação do NO com o ânion superóxido 

(O2•�)  produzido durante a transferência de elétrons na cadeia respiratória. O peroxinitrito 

é um potente oxidante e por isso pode induzir o estresse oxidativo e/ou nitrosativo, levando 

à inativação de enzimas mitocondriais, oxidação de lipídeos, proteínas e DNA (SOUZA et 

al., 2008). 

 O NO pode também sinalizar para a abertura do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial (mPTP), gerando uma resposta apoptótica (BROOKES et al., 

2000). Em contraste, também pode gerar sinais anti apoptóticos que incluem: a S-

nitrosação da caspase-3, que torna a proteína inativa (MANNICK et al., 2001), aumento da 

expressão de proteínas anti apoptóticas como a proteína de choque térmico 70 (KIM et al., 

1997), a heme oxigenase (KIM et al., 1995), e a Bcl-2 (SUSCHEK et al., 1999). Além 

disso, baixas concentrações de NO parecem proteger contra o aumento de cálcio e inibir 

diretamente a abertura do mPTP (BORUTAITE et al., 2009). 
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 O NO também tem sido apontado como agente indutor da biogênese mitocondrial. 

Muitos estudos mostraram que o tratamento de vários tipos celulares com doadores de NO 

aumentam o conteúdo de mtDNA; e as mitocôndrias geradas são funcionalmente ativas e 

capazes de gerar ATP através da fosforilação oxidativa. Assim, a possibilidade do NO 

atuar como indutor da biogênese mitocondrial via PGC-1a e gerar mitocôndrias funcionais 

em diversos tipos celulares torna esta molécula uma forte candidata ao tratamento das 

Doenças Mitocondriais (LIRA et al., 2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 

2004). No entanto, como é uma molécula sinalizadora para diversos outros processos 

incluindo aqueles que podem gerar danos celulares, todo conhecimento gerado a respeito 

dessa molécula nos sistemas fisiológicos é de extrema importância. 

 Portanto, a análise integrada destes fatores: NO, biogênese mitocondrial, função 

mitocondrial e apoptose é importante, pois estudos recentes têm indicado a biogênese 

mitocondrial como uma possibilidade terapêutica para pacientes com Doenças 

Mitocondriais ou com déficit energético devido ao mau funcionamento mitocondrial 

(WENZ, 2009). E o NO tem sido apontado como agente indutor da biogênese mitocondrial 

através de PGC-1a (LIRA et al., 2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2004); 

no entanto, possui além desta, outras funções incluindo processos que podem levar ao dano 

celular. Ainda assim, trabalhos recentes obtiveram resultados promissores utilizando o 

precursor do NO, a L-arginina, para tratar pacientes com MELAS, síndrome que está 

relacionada com a disfunção mitocondrial (KOGA et al., 2006; KUBOTA et al., 2004). 
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2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliação da importância do NO na sinalização para a proliferação mitocondrial e 

apoptose no músculo esquelético. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Análise quantitativa da atividade da NOS em fibras musculares de pacientes com 

doença mitocondrial e correlação com a presença de alterações mitocondriais 

(proliferação e deficiência mitocondrial), apoptose e defeito genético; 

2. Investigar se linhagens de células cíbridas contendo altas proporções de mtDNA 

mutante apresentam maior susceptibilidade a apoptose; 

3. Avaliação do efeito do tratamento de um doador de NO (SNAP = S-nitroso-N-

penicilamina), antagonista da NOS (L-NMMA = L-NG-monometil arginina) e 

substrato da NOS (L-Arginina) em linhagem imortal de mioblastos (linhagem 

C2C12) em relação ao conteúdo e função mitocondrial.  
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3.1  Pacientes  

 

Foram utilizadas biópsias de músculo esquelético de 5 pacientes controles, isto é, 

sem alterações clínicas sugestivas de miopatia mitocondrial ou metabólica e sem alterações 

na biópsia muscular, e de 26 pacientes com alterações nas biópsias musculares, os quais 

foram classificados de acordo com o padrão histológico obtido nas biópsias e com os 

defeitos moleculares encontrados, listados na Tabela 3. 
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Tabela 3-Características dos pacientes estudados.  
Paciente mutação 

mtDNA 
genes 

mitocondriais 
afetados 

mutação 
gene 

nuclear 

RRF Def. 
COX 

Def. Bioquim. 

1 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
2 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
3 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
4 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
5 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
6 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
7 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
8 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
9 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
10 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
11 del. única múltiplos Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
12 del. mult. múltiplos POLG Sim Sim CI,CIII,CIV 
13 del. mult. múltiplos não 

ident. 
Sim Sim CI,CIII,CIV 

14 del. mult. múltiplos POLG Sim Sim CI,CIII,CIV 
15 del. mult. múltiplos não 

ident. 
Sim Sim CI,CIII,CIV 

16 del. mult. múltiplos POLG Sim Sim CI,CIII,CIV 
17 del. mult. múltiplos POLG Sim Sim CI,CIII,CIV 
18 del. mult. múltiplos não 

ident. 
Sim Sim CI,CIII,CIV 

19 del. mult. múltiplos POLG Sim Sim CI,CIII,CIV 
20 A3243G tRNALeuUUR Não Sim Não CI,CIII,CIV 
21 A3243G tRNALeuUUR Não Sim Não CI,CIII,CIV 
22 A3243G tRNALeuUUR Não Sim Não CI,CIII,CIV 
23 A3251G tRNALeuUUR Não Sim Não CI,CIII,CIV 
24 T4370AT tRNAGln Não Sim Sim CI,CIII,CIV 
25 G14459A MT-ND6 Não Não Não CI 
26 Não Não Não 

ident. 
Sim Sim CI, CII, CIV, 

acúm. lip. 
27 Não Não Não Não Não Não 
28 Não Não Não Não Não Não 
29 Não Não Não Não Não Não 
30 Não Não Não Não Não Não 
31 Não Não Não Não Não Não 

Def.bioquim.: defeito bioquímico previsto ou observado por estudos adicionais; não ident.: não 
identificado, mas provável.; acúm. lip.: acúmulo lipídico; CI: complexo I; CII: complexo II; CIII: 
complexo III; CIV: complexo IV; def.COX: deficiência de COX. 
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3.2 Aspectos Éticos 

 

O material humano utilizado é proveniente de biópsias musculares obtidas 

exclusivamente para diagnóstico e que são realizadas no Setor de Doenças 

Neuromusculares da Disciplina de Neurologia Clínica da Universidade Federal de São 

Paulo – Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM). Estas biópsias são realizadas 

rotineiramente e armazenadas em freezer à -80°C, constituindo um banco de biópsias, pois 

o tecido muscular proveniente de pacientes com miopatias e outras doenças que afetam o 

músculo não são freqüentes.  

Assim, a biópsia muscular não foi realizada especificamente para o projeto de 

pesquisa em questão, mas utilizamos as biópsias que já haviam sido coletadas e 

armazenadas com o objetivo de esclarecimento diagnóstico. Além disso, nestas biópsias, já 

realizadas, não houve a retirada de tecido em quantidade maior, nem retirada de 

fragmentos adicionais para utilização em projetos de pesquisa, ou seja, somente a 

quantidade necessária para diagnóstico foi coletada. 

As amostras utilizadas como controles também foram selecionadas deste banco 

entre as biópsias obtidas há mais de cinco anos. Desta forma, utilizamos biópsias que 

normalmente seriam descartadas e evitamos a realização de biópsia muscular em 

indivíduos normais. 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UNIFESP-EPM (nº 0352/07, anexo 6).  

 

3.3  Procedimentos histológicos com biópsia de músculo 

 

Amostras de músculo deltóide foram obtidas por biópsia, congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas à -80°C. Estas amostras de músculo foram submetidas à microtomia 

de congelamento em criostato, obtendo-se secções transversais seriadas com espessura de 

10 mm para histoquímica e de 5 mm para análise da presença de núcleos apoptóticos através 

da técnica de Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End Labeling 

(TUNEL). Todas as análises histológicas foram feitas em secções seriadas, permitindo a 

avaliação de uma mesma fibra muscular em relação à atividade da SDH, COX, NAPDH 

diaforase (NADPHd) e TUNEL. 
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3.4  Determinação histoquímica da NADPH diaforase 

 

Neste trabalho, utilizamos a detecção histoquímica da enzima NADPHd para 

avaliar a atividade da NOS nas biópsias de músculo, pois estudos anteriores demonstraram 

uma boa correlação entre a quantificação histoquímica da NADPHd e a expressão das 

diferentes isoformas da NOS no músculo esquelético (FRANDSEN et al., 1996; TENGAN 

et al., 2007). Além disso, vários trabalhos utilizaram esta técnica para detecção da 

atividade da NOS (BREDT et al., 1991; FELLET et al., 2006; HOPE et al., 1991; 

OHKOSHI et al., 1997; PLANITZER et al., 2000; STAMLER; MEISSNER, 2001).  

A atividade da NADPHd (ou redutase) é determinada através da medida da redução 

de sais de tetrazólio e quantificação do produto reduzido, formazan insolúvel, na presença 

de NADPH. As NOS são as NADPH diaforases mais conhecidas, sendo que as três formas 

da NOS apresentam esta atividade (PLANITZER et al., 2000). 

A determinação histoquímica da NADPHd foi realizada em cortes de músculo 

sobre lamínulas, previamente fixados em formaldeído 2% por 10 minutos e lavados com 

tampão fosfato/salina (PBS). Em seguida, os cortes foram incubados com PBS contendo 

cloreto de tetrazólio nitroazul (0,1 mg/mL), bNADPH (1 mg/mL) e Triton X-100 (0,3%), à 

37°C. Após 1 hora, as lamínulas foram lavadas com tampão PBS e a montagem das 

lâminas foi realizada com gelatina. 

 

3.5  Determinação histoquímica da succinato desidrogenase (SDH) 

 

Neste trabalho, utilizamos a determinação histoquímica da SDH para identificar 

fibras com ou sem proliferação mitocondrial nas biópsias de músculo. SDH é uma enzima 

do complexo II da cadeia respiratória, e este é o único complexo totalmente codificado 

pelo DNA nuclear. Assim, mutações no mtDNA não afetam a função das enzimas deste 

complexo, e portanto, a proliferação de mitocôndrias que ocorre nas fibras com mutações 

no mtDNA é identificada através da maior atividade da SDH em relação às fibras normais. 

Os cortes de músculo sobre lamínulas foram incubados com tampão fosfato 0,2 M, 

pH 7,4, contendo ácido succínico (50 mg/mL), cloreto de tetrazólio nitroazul (1 mg/mL) à 

37°C. Após 1 hora; as amostras foram lavadas com água destilada (dH2O) e a montagem 

das lâminas foi realizada com gelatina (DUBOWITZ; BROOKE, 1973).  
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3.6  Determinação histoquímica da citocromo c oxidase (COX) 

 

Neste trabalho, utilizamos a determinação histoquímica da enzima COX para 

identificar fibras com ou sem deficiência na função mitocondrial nas biópsias de músculo. 

As fibras deficientes apresentam menor ou nenhuma atividade desta enzima em relação às 

fibras normais. 

Os cortes de músculo sobre lamínulas foram incubados com tampão fosfato 0,1 M, 

pH7,4, 3,3' diaminobenzidina (DAB;  1 mg/mL), citocromo c de coração de cavalo tipo VI 

(1 mg/mL) e catalase (0,2%), à 37°C. Após 1 hora, as amostras foram lavadas com dH2O e 

a montagem das lâminas foi realizada com gelatina (DUBOWITZ; BROOKE, 1973). 

 

3.7  Determinação histoquímica da ATPase pH 9,4 

 

Os cortes de músculo sobre as lamínulas foram submetidos à reação da ATPase em 

pH9,4 para distinção do tipo de fibra presente: fibras do tipo I (de contração lenta e fadiga 

difícil) e fibras do tipo II (de contração rápida e fadiga fácil). Nesta reação as fibras do tipo 

I ficam marrom-claras e as fibras do tipo II ficam marrom-escuras.  

Inicialmente foi realizada a incubação dos cortes em uma solução tampão veronal 

(20,6 mg/mL) pH 9,4, contento cloreto de cálcio (CaCl2) 2%, à temperatura ambiente. 

Após 15 minutos, os cortes foram lavados em dH2O e incubados em uma solução com pH 

9,4 no mesmo tampão na presença de adenosina 5 trifosfato (1,25 mg/mL) por 30 minutos 

à 37°C. Em seguida, os cortes foram lavados em dH2O, incubados em solução de cloreto 

de cobalto (CoCl2) 2% por 7 minutos à temperatura ambiente, lavados novamente em 

dH2O, mergulhados em solução de sulfeto de amônia 1% por 2 segundos, lavados em água 

corrente e submetidos à desidratação sucessiva com etanol/xilol. A montagem das lâminas 

foi realizada com Permont (DUBOWITZ; BROOKE, 1973).  

 

3.8  Análise quantitativa das reações histoquímicas de SDH, COX e NADPHd  em 

 cortes seriados de músculo. 

 

A atividade enzimática de SDH, COX e NADPHd  foi quantificada indiretamente 

através da medição da intensidade da coloração histoquímica presente nas biópsias 

musculares pelo programa de análise de imagens Image J 1.38x.  
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Os cortes submetidos às histoquímicas foram fotografados em microscópio óptico 

em objetiva de 20X, as imagens foram salvas em extensão TIFF e analisadas no programa 

Image J. As fibras foram delimitadas com a ferramenta de seleção poligonal e a 

intensidade de coloração foi medida em densidade óptica (unidades arbitrárias) 

individualmente em cada fibra (Figura 8). No caso dos cortes submetidos à coloração 

histoquímica para NADPHd, medidas do sarcoplasma (ferramenta de seleção poligonal) e 

do sarcolema foram feitas separadamente. Neste último, quadrados de 10x10 pixels foram 

posicionados, com a ferramenta de seleção pontual, em 12 pontos na extensão do 

sarcolema da fibra (três em cada quadrante), sendo que a média dos valores desses 12 

pontos foi considerada como a intensidade de coloração no sarcolema (Figura 9).  

 

Figura 8-Representação da metodologia utilizada para a quantificação da intensidade de 
coloração histoquímica de uma fibra submetida à SDH. A fibra foi delimitada com a ferramenta 
de seleção poligonal (painel à esquerda) e foi determinado o valor médio da densidade óptica na 
área delimitada (mean: painel à direita). 
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Figura 9-Representação da metodologia utilizada para a quantificação da intensidade 
de coloração histoquímica no sarcolema de uma fibra submetida à NADPHd. Foram 
selecionados 12 pontos de 10x10 pixel com a ferramenta de seleção pontual sobre o sarcolema da 
fibra (painel à esquerda) e foi determinado o valor médio da densidade óptica na área delimitada 
para cada ponto, a média dos 12 pontos representa o valor da densidade óptica no sarcolema da 
fibra (painel à direita). 
 
 
 Para corrigir possíveis variações individuais de coloração ou do ensaio 

histoquímico entre os cortes de diferentes pacientes, uma normalização dos resultados foi 

realizada em relação à média dos valores obtidos em fibras normais de cada lâmina. Ou 

seja, foi determinado que em cada corte, a média dos valores obtidos em fibras normais 

corresponderia a 100% da atividade enzimática e, portanto, os valores obtidos em fibras 

alteradas seriam relativos a esta porcentagem.  

 

3.9  Classificação das fibras  

 

Foi analisado um total de 1797 fibras, das quais, 887 fibras eram normais. 

Considerando os resultados de quantificação das fibras normais em relação à atividade de 

SDH, COX e ATPase (tipo de fibra I ou II), elaboramos critérios objetivos para 

identificação e classificação das fibras alteradas quanto à proliferação mitocondrial e 

atividade da COX.  Considerando todas as fibras normais analisadas, obtivemos os valores 

mínimos e máximos em cada coloração histoquímica (COX e SDH). Assim, utilizando 

esses valores, denominamos as fibras alteradas conforme o critério abaixo (Tabela 4): 
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a. quanto à proliferação mitocondrial: 

·  fibras sem proliferação mitocondrial (Sem Prol.): com atividade da SDH dentro do 

intervalo de normalidade detectado em fibras normais (entre os valores mínimo e 

máximo obtidos nas fibras normais). 

·  fibras com proliferação mitocondrial (RRF): atividade da SDH superior à máxima 

obtida em fibras normais. 

b. quanto à atividade da COX: 

·  fibras COX positivo (COX+): com atividade da COX superior a mínima detectada 

em fibras normais, desde que a relação da atividade da SDH/COX acompanhe o 

padrão das fibras normais; 

·  fibras com deficiência completa da COX (COX-): com atividade da COX inferior à 

mínima detectada em fibras normais; 

·  fibras com deficiência parcial da COX (COX DEF): com atividade da COX dentro 

do intervalo de normalidade (entre os valores mínimo e máximo obtidos nas fibras 

normais), desde que a relação da atividade da SDH/COX seja maior que o padrão 

das fibras normais. 

 

Tabela 4-Alterações das fibras musculares considerando-se atividade de SDH e COX. 
Tipo de Alteração Atividade Quantificada 

Sem Proliferação Mitocondrial mín<valor obtido em SDH<máx 
Com Proliferação Mitocondrial valor obtido em SDH>máx 

COX positivo mín<valor obtido em COX<máx 
e mín<valor obtido na relação SDH/COX<máx 

Com Deficiência Parcial da COX mín<valor obtido em COX<máx e 
valor obtido na relação SDH/COX>máx 

Com Deficiência Completa da COX valor obtido em COX<mín 
Menor valor obtido no grupo de fibras normais (mín), maior valor obtido no grupo de fibras 
normais (máx). 
 

 Assim, considerando a quantificação obtida pelas duas colorações (SDH e COX), 

as fibras alteradas foram classificadas como: 

·  RRF/COX+: fibras com proliferação mitocondrial e atividade da COX positiva; 

·  RRF/DEF COX: fibras com proliferação mitocondrial e deficiência parcial da 

COX; 

·  RRF/COX-: fibras com proliferação mitocondrial e deficiência completa da 

COX; 
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·  Sem Prol./COX-: fibras sem proliferação mitocondrial e deficiência completa 

da COX; 

·  Normais: fibras sem proliferação mitocondrial e atividade da COX normal. 

 

3.10  Linhagens celulares cíbridas derivadas de osteosarcoma 

 

Células cíbridas são formadas a partir da fusão de citoplastos enucleados obtidos de 

células de pacientes com mutações no mtDNA com células que não possuem mtDNA 

(células r 0) de linhagem imortal de osteosarcoma humano (143B), cultivadas seletivamente 

e subclonadas (DIMAURO; SCHON, 2001). Foram utilizadas linhagens cíbridas derivadas 

de osteosarcoma, contendo as seguintes alterações no mtDNA: mutação de ponto A>G no 

nucleotídeo 3243 ou no nucleotídeo 8344 (KING et al., 1992), deleção de 

aproximadamente 7,5kb (D16:10:40, abrangendo os nucleotídeos 7982-15504) e 143B 

(selvagem) (MORAES et al., 1999).  

Estas linhagens apresentam altas proporções de mtDNA mutante (>90%) e foram 

cedidas pelo Dr. Carlos T. Moraes (University of Miami-Miller School of Medicine). A 

numeração dos nucleotídeos do mtDNA foi utilizada de acordo com a sequência de 

Anderson et al. (1981).  Estas células foram avaliadas para confirmação do fenótipo 

original através de análise de genótipo, porcentagem de mutante e análise bioquímica. 

 As células foram cultivadas em placas de Petri de 100 mm de diâmetro a 37ºC com 

atmosfera de 5% de dióxido de carbono (CO2) em meio Dulbecco’s Modified Eagle 

(DMEM - Gibco n° 12100-038), contendo 4500 mg/L de D-glicose e L-glutamina, 

suplementado com FBS 10%, piruvato de sódio 100 mM, penicilina 100U/mL, sulfato de 

estreptomicina 100 mg/mL e anfotericina B 0,5 mg/mL, pH 7,4.  

Uridina (100 mg/mL) foi adicionada ao meio de cultura das linhagens com 

deficiência da fosforilação oxidativa (células com mutações ou deleção). Essa 

suplementação é necessária para superar o bloqueio da síntese endógena de uracila celular, 

o que exige atividade da dihidro-orotato desidrogenase, uma enzima relacionada à cadeia 

respiratória, cuja atividade pode ser reprimida pelo estado redox desfavorável em células 

com deficiência respiratória (KING; ATTARDI, 1989). 

As células foram mantidas por um dia em um dos três tipos de meios de cultura, o 

meio habitual, DMEM com glicose e uridina, e dois meios com condições de maior 

exigência da fosforilação oxidativa, DMEM com glicose sem uridina; e DMEM sem 
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glicose e com galactose (Gibco-n° 31600-026). Experimentos foram realizados em 

triplicata para avaliação das condições e tempos de cultivo ideais, para a manutenção de 

células viáveis e aderidas à placa. Para isso, quantificamos as células viáveis através da 

medida da exclusão do corante azul de tripan.  

Posteriormente, as células foram mantidas em cultura até atingirem 90% de 

confluência, removidas das placas por tripsinização, e após a inativação da tripsina com 

soro de bezerro, foram centrifugadas por 4 minutos a 4000 rpm. As células foram 

ressuspensas em meio DMEM (15.000/mL) e plaqueadas sobre lamínulas tratadas com 

polilisina, mantidas em placas de Petri de 20 mm de diâmetro.  

Foram preparadas três placas para cada uma das seguintes linhagens celulares: 

143B, D16:10:40, mutações de ponto A3243G e A8344G. Estas células foram mantidas 

por dois dias em meio DMEM com glicose e uridina, período para adesão e proliferação 

celular. No terceiro dia, o meio foi trocado por: (1) DMEM com glicose e uridina, (2) 

DMEM com glicose sem uridina ou (3) DMEM com galactose. No quarto dia, as lamínulas 

foram retiradas e lavadas duas vezes com PBS e fixadas em formaldeído 4% pH7,4 por 10 

minutos. Após secagem por 30 minutos a temperatura ambiente, as células foram 

congeladas a -80ºC para posterior utilização nos ensaios de TUNEL. 

  

3.11  Determinação da porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos nas 

 criosecções musculares e da porcentagem de núcleos apoptóticos nas linhagens 

 celulares  

 

Para a detecção de núcleos apoptóticos nas criosecções de músculo e nas células 

cíbridas mantidas em lamínulas foi realizado o ensaio de TUNEL que identifica a 

fragmentação do DNA nuclear, característica de células apoptóticas. Neste ensaio a enzima 

transferase terminal de deoxinucleotídeo (TdT) se liga aos finais 3’-OH dos fragmentos de 

DNA gerados em resposta aos sinais apoptóticos e catalisa a adição de deoxinucleotídeos 

biotinilados e não biotinilados. Os nucleotídeos biotinilados são detectados usando um 

conjugado de estreptavidina peroxidase. O DAB reage com a amostra marcada gerando um 

substrato marrom e insolúvel no sítio de fragmentação do DNA. Uma contra coloração 

com verde de metila foi realizada para marcação em verde dos núcleos normais (não 

apoptóticos).  

O método foi realizado conforme as instruções do fabricante do kit (TdT-FragEL™ 

DNA Fragmentation Detection Kit). Resumidamente; as criosecções de músculo e as 
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células aderidas às lamínulas foram fixadas em formaldeído 4% (15 minutos a temperatura 

ambiente) e permeabilizadas com 2 mg/mL de proteinase K 1:100 em Tris 10 mM pH 8,0 

(10 minutos para tecido e 5 minutos para célula, a temperatura ambiente). Em seguida, a 

inativação da peroxidase endógena foi feita com peróxido de hidrogênio (H2O2) 30%, em 

metanol 1:10 (5 minutos a temperatura ambiente) em tampão de equilíbrio (cacodilato de 

sódio 1 M, Tris 0,15 M, BSA 1,5 mg/mL, CoCl2 3,75 mM, pH6,6 diluído 1:5 em dH2O) 

por 30 minutos a temperatura ambiente) e marcação com 57 ml do mix de marcação TdT 

(deoxinucleotídeos marcados e não marcados) e 3 ml da enzima TdT (1 hora e meia à 

37°C). 

A reação de marcação foi interrompida pela incubação por 5 minutos a temperatura 

ambiente com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,5 M, pH 8,0.  Em seguida, foi 

realizado o bloqueio com albumina bovina sérica (BSA) 4% em PBS por 10 minutos a 

temperatura ambiente e a detecção com solução de conjugado peroxidase-estreptavidina 

em tampão de bloqueio por 30 minutos a temperatura ambiente. A revelação foi feita com 

incubação em solução de DAB (0,7 mg/mL), H2O2 (1,6 mg/mL) e uréia (1,6 mg/mL) por 

13 minutos a temperatura ambiente. Em seguinda foram feitas as etapas de lavagem em 

dH2O, contracoloração com verde de metila 0,3%  (10 minutos), desidratação em etanol 

100% e contracoloração com eosina 0,2% (3 segundos, somente para tecido), desidratação 

sucessiva com etanol/xilol e montagem das lamínulas sobre as lâminas.  

Para tecido, o controle positivo foi gerado através do tratamento da criosecção 

muscular, após a permeabilização com proteinase K, com DNase (RQ1 RNase Free 

DNase), tampão de reação 10X RQ1 DNase e dH2O por 20 minutos à 37ºC conforme 

especificações do fabricante (Promega); e as etapas seguintes foram mantidas. O controle 

negativo foi obtido com a incubação da criosecção muscular em tampão Tris/salina (TBS) 

no lugar da enzima TdT na etapa de marcação.  

Para as células, o controle desse ensaio foi feito utilizando lâminas fornecidas pelo 

Kit, que contêm uma mistura de células HL60 incubadas com 0,5 mg/mL de actinomicina 

D por 19 horas para induzir apoptose e células HL60 sem esta indução.  

As lâminas de criosecções musculares foram analisadas em microscópio óptico, 

calculando-se a razão do número de fibras com núcleos apoptóticos e do número total de 

fibras presentes nos mesmos cortes. Os resultados foram expressos como porcentagem de 

fibras com núcleos apoptóticos de cada amostra. 
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As células cultivadas em lâminas foram analisadas em microscópio óptico (objetiva 

20X), sendo fotografados quatro campos em cada extremidade da lâmina para a contagem 

do número de núcleos apoptóticos e normais em cada campo. A média da porcentagem de 

núcleos apoptóticos foi calculada entre os quatro campos para cada lâmina. 

 

3.12  Tratamento de miotubos em cultura para investigar a influência do NO sobre 

  o conteúdo e função mitocondrial             

 

A linhagem imortal C2C12 (ATCC) cedida pela Profa. Dra. Rosely Oliveira 

Godinho (Depto. de Farmacologia – UNIFESP-EPM) foi cultivada (1,25 x 104 células/mL) 

em placas de petri de 100 mm de diâmetro em meio DMEM (Gibco-n°12100-038) 

suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% e mantida em incubadora com ambiente 

umidificado à 37C e 10% de CO2. O meio foi trocado por DMEM suplementado com soro 

de cavalo (HS) 2% quando as culturas atingiam 70% de confluência para induzir a 

diferenciação das células, caracterizada pela fusão e formação de miotubos multinucleados 

(GODINHO; COSTA JR, 2003). 

O tratamento com SNAP, L-Arginina ou L-NMMA foi iniciado no oitavo dia de 

cultivo, após indução da diferenciação. Para o tratamento das culturas com as drogas foi 

considerada a meia vida das mesmas em solução. E a suplementação do meio com L-

Arginina foi realizada a cada 24 horas. Foram utilizadas três placas de cultura para cada 

tratamento realizado simultaneamente com seus respectivos controles, isto é, células 

cultivadas nas mesmas condições, porém tratadas apenas com os veículos das drogas. Ao 

final do tratamento, as placas foram lavadas duas vezes com PBS e os miotubos foram 

retirados mecanicamente da placa, centrifugados por 3 minutos a 3000 rpm à 4°C. Os 

precipitados obtidos foram armazenados à -80C até a utilização nos experimentos de 

atividades enzimáticas e Western blotting.  

Em trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratório (TENGAN et al., 2007), já 

havíamos observado o aumento da coloração histoquímica para SDH em cultura primária 

de músculo esquelético de rato quando tratada com SNAP 300 mM por 48 horas. Assim, 

desta vez, utilizamos além da concentração de SNAP em que obtivemos resultado, 

concentrações menores (10 mM, 30 mM, 100 mM e 300 mM por 48 horas) (Tabela 5). 

Para o tratamento com o subtrato da NOS, L-arginina, testamos a concentração de 1 

mM por 48 horas, pois em trabalho anterior foi observado que esta concentração é cerca de 

10 vezes maior que a basal encontrada no soro humano e igual ao pico plasmático obtido 
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após a infusão intravenosa de 30 g de L-arginina. (LONG et al., 2006). E foram testadas 

também as concentrações menores de 10 mM e 100 mM de L-arginina por 48 horas (Tabela 

5). 

Neste estudo, submetemos as células ao tratamento com o inibidor não seletivo da 

NOS, o L-NMMA, Ki=0,58 mM (CASEY; JOYNER, 2009) na concentração de 1 mM por 

24 horas com base em estudos anteriores do grupo (em fase de elaboração1).  

 
Tabela 5-Drogas e condições de tratamento de miotubos em cultura. 

Droga ou Substrato Concentração Tempo de tratamento 
SNAP 10 µM 48 horas 
SNAP 30 µM 48 horas 
SNAP 100 µM 48 horas 
SNAP 300 µM 48 horas 

L-Arginina 10 mM 48 horas 
L-Arginina 100 mM 48 horas 
L-Arginina 1 mM 48 horas 
L-NMMA 1 mM 24 horas 

 

3.13  Avaliação da atividade dos complexos respiratórios mitocondriais por 

         espectrofotometria 

 

Miotubos obtidos conforme descrito no item 3.12 foram resssuspendidos em 400 

µL de tampão de manitol (manitol 225 mM, sucrose 75 mM, Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 

mM, pH 7,2) e submetidos a homogeneização com homogeneizador de vidro tipo Potter 

Elvehjem com êmbolo de teflon, à 4C. Após centrifugação por 10 minutos a 600g e 4C, o 

sobrenadante, contendo as proteínas, foi transferido para um novo tubo e o precipitado 

submetido a nova homogeneização, centrifugação e coleta do sobrenadante de proteínas. A 

quantidade de proteínas no sobrenadante foi determinada pelo método do ácido 

bicinconínico (BCA) conforme especificações do fabricante do kit utilizado (Pierce BCA 

Protein Assay Kit). O sobrenadante foi armazenado em alíquotas à -80°C para posterior 

utilização nos ensaios de bioquímica e Western blotting. 

Para a análise de atividade enzimática, inicialmente determinamos a quantidade de 

proteína total ideal para cada ensaio, através da análise de curvas de atividade de cada 

complexo enzimático com diferentes quantidades de proteína. Assim, para obtenção das 

melhores respostas enzimáticas, foram utilizadas as seguintes quantidades de proteínas 

                                                
1 GAMBA, J.; GAMBA, L.T.; RODRIGUES, G.S.; MORAES, C.T.; TENGAN, C.H. Increased nitric oxide 
synthesis in cells with tRNALeu mutation. Artigo em elaboração. 
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totais: 30 µg para o ensaio do complexo II e 25 µg para o ensaio do complexo IV. Os 

ensaios bioquímicos foram feitos em cubetas de quartzo de 1 mL com controle de 

temperatura em espectrofotometro Cary 50 (Varian). A aquisição dos dados foi feita 

através do software Kinetics do próprio equipamento.  

Complexo IV (citocromo c oxidase ou COX): A reação foi realizada à 37C com leituras 

a 550 nm e foram feitas medidas da queda na absorbância resultante da oxidação do 

citocromo c reduzido.  

O tampão utilizado foi o fosfato de potássio dihidrogênio (KH2PO4), 10 mM pH 6,5 

com 1 mg/mL BSA. 

Tampão e amostra (25 µg de proteína) foram colocados na cubeta e a reação foi 

iniciada com a adição de citocromo c reduzido (para concentração final de 10 µM). O 

citocromo c foi previamente reduzido utilizando-se ditionitio de sódio. Obteve-se registro 

por 180 segundos antes e após a adicão de lauril maltosídeo (2,4 mM) realizada para 

permeabilização da membrana mitocondrial externa. Em seguida, a reação foi inibida com 

cianeto de potássio (KCN) (0,4 mM) (BARRIENTOS, 2002). Coeficiente de extinção 19.1 

mM-1cm-1 . 

Complexo II (succinato ubiquinona oxido redutase): A reação foi realizada à 37C com 

leituras a 600 nm e foram feitas medidas da queda na absorbância resultante da redução do 

2,6 diclorofenolindofenol (DCPIP).   

A amostra (30µg de proteína) foi incubada por 5 minutos à 37C com tampão fosfato 

de potássio 10 mM, pH 7,8, EDTA 2mM, BSA 1mg/mL, e succinato 10 mM (agente 

redutor). Adicionou-se 4 µM de rotenona (inibidor de complexo I) com registro por 60 

segundos, em seguida KCN (0,88 mM) (inibidor complexo IV), ATP (200 µM) e DCPIP 

(80 µM) com registro por 40 segundos. A reação foi iniciada com decilubiquinona (80 µM) 

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

extinção 19.1 mM-1cm-1.  

 

3.14  Western Blotting 

 

Para o Western blotting, foram utilizadas as mesmas amostras, obtidas conforme 

descrito no item 3.13, preparadas em tampão de manitol. Estas amostras foram aquecidas à 

94°C por 2 minutos em tampão contendo: dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%, EDTA 10 

mM, ácido etilenoglicol tetra-acético (EGTA) 10 mM, Tris 63 mM, pH 6,8, Glicerol 6% e 

ditiotreitol (DTT) 50 mM. E quantidades iguais de proteínas (10 mg) foram submetidas à 
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eletroforese em gel constituído de: acrilamida 12%, Tris 0,37 M, pH 8,8, SDS 0,1%, 

persulfato de amônio 0,1% e tetrametiletilenediamina (TEMED). O stacking gel foi 

constituído de: acrilamida 5%, Tris 0,12 M, pH 6,8, SDS 0,1%, persulfato de amônio 0,1% 

e TEMED. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas eletricamente a 300 mA 

por 2 horas para uma membrana de polyvinylidene difluoride (PVDF) 0,2 � m (HybondTM-

P, GE).  

A membrana foi bloqueada overnight com leite 5% em TBS-T (0,1% Tween-20 em 

TBS), incubada com o anticorpo primário anti SDH-Fp (subunidade do Complexo II) 

(Mitoscience), na concentração de 0,1 mg/mL, em TBS-T com 1% de leite, durante 1 hora, 

em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo 

secundário anti mouse conjugado à peroxidase (Sistema ECL, Amersham) na concentração 

1:10.000 por 1 hora, em temperatura ambiente com leve agitação. A detecção do sinal foi 

realizada utilizando-se os reagentes de detecção (Sistema Super Signal, Pierce), seguida da 

obtenção de autoradiografias.  

A análise por Western blotting foi realizada nas mesmas amostras utilizadas para a 

análise bioquímica, sendo, portanto, em triplicatas. Os grupos foram analisados sempre no 

mesmo gel, para que não houvesse problemas quanto a diferenças de transferência e 

quantidade de proteína colocada no gel. Mesmo assim, as membranas foram coradas com 

Comassie Blue e a banda de 42 kilodaltons (KDa) correspondente à actina foi identificada, 

já que é uma das duas proteínas musculares, junto com a miosina, em maior quantidade no 

músculo esquelético. As bandas de 70 KDa correspondentes à subunidade Fp de SDH na 

radiografia foram quantificadas e normalizadas em relação à intensidade da banda da 

actina na membrana, para que não houvesse erros relacionados a possíveis diferenças de 

quantidade de proteína no gel. A quantificação das bandas de SDH-Fp e actina foi feita 

através do software de análise de imagens Image J 1.38x. Assim a intensidade da banda 

SDH-Fp corrigida pela intensidade da banda de actina foi o critério utilizado para análise 

do conteúdo mitocondrial. 

 

3.15  Análise Estatística 

  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 

versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). 

A comparação dos parâmetros quantitativos entre os grupos foi realizada utilizando 

os testes paramétricos: teste t para comparar dois grupos ou ANOVA com pós-teste de 
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Tukey ou de Dunnet para comparar três ou mais grupos. As análises não paramétricas 

foram realizadas com os testes de Mann-Whitney para comparar dois grupos ou Teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn para comparar três ou mais grupos. Foi realizado o 

teste de normalidade Shapiro-Wilk para determinar qual tipo de análise deveria ser 

aplicada: paramétrica ou não paramétrica. A significância estatística foi estabelecida com 

p<0,05. 
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4.1  Análise quantitativa das marcações histoquímicas em fibras musculares 

 humanas 

 

4.1.1  Análise quantitativa das marcações histoquímicas de fibras musculares 

 normais dos tipos I e II. 

  

Fibras normais, isto é, sem alterações mitocondriais, foram selecionadas e 

classificadas em fibras do tipo I ou II através da determinação histoquímica da ATPase. As 

fibras do tipo I são fibras de contração lenta, fadiga difícil, e ricas em mitocôndrias. E as 

fibras do tipo II são fibras de contração rápida, fadiga fácil, e pobres em mitocôndrias. 

Esta diferença do conteúdo mitocondrial presente nestas fibras foi detectada corretamente 

em nosso estudo através das determinações histoquímicas de SDH e COX. Nossos 

resultados mostraram que as fibras normais do tipo I apresentaram atividades de SDH e 

COX 50% e 39% maiores que aquelas de fibras normais do tipo II (Tabela 6 e Figura 10). 

Estes resultados mostraram que as histoquímicas de SDH e COX realizadas em nosso 

estudo são métodos eficazes para a determinação do conteúdo e função mitocondrial. 

As fibras normais do tipo I também apresentaram atividade da NOS sarcoplasmática 

42% maior que aquela de fibras normais do tipo II, e não houve diferença significante da 

atividade da NOS sarcolemal entre estes dois tipos de fibras (Tabela 6 e Figura 10). Isto 

mostra que a atividade da NOS sarcoplasmática é maior nas fibras normais com o maior 

conteúdo mitocondrial. E a atividade da NOS sarcolemal não varia entre os dois tipos de 

fibras. 

 
Tabela 6-Análise quantitativa das atividades de SDH, COX, NOS 
sarcoplasmática e sarcolemal nas fibras normais dos tipos I e II. 

  Atividade Enzimática (U.A.)   
Tipo de fibra SDH COX NOS SP NOS SL 

Tipo I 0,24 ±0,02(1) 0,23 ±0,03(1) 0,12 ±0,02(1) 0,35 ±0,06 
Tipo II 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 padrão da média. Número de fibras analisadas 
(N), unidades arbitrárias (U.A.), NOS no sarcoplasma (NOS SP), e NOS no sarcolema 
(NOS SL). (1) indica diferença significante em relação às fibras do tipo II pelo teste t, 
p<0,05. 
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Figura 10-Atividade de SDH, COX, NOS sarcoplasmática e sarcolemal de fibras musculares 
humanas normais dos tipos I e II. As fibras do tipo I apresentaram atividades de SDH, COX e 
NOS sarcoplasmática maiores que aquelas das fibras do tipo II. Teste t, ***p<0,0001. Cada barra 
representa a média ± desvio padrão da média (n = 20). 
 

Os resultados que serão apresentados nos próximos itens (4.1.2 a 4.1.5) referem-se 

às análises quantitativas de colorações histoquímicas realizadas em fibras normais e 

alteradas (com proliferação e/ou deficiência mitocondrial), e mostram as diferenças 

observadas entre estas fibras. Inicialmente realizamos as análises de fibras normais e 

alteradas do tipo I separadamente das análises das fibras normais e alteradas do tipo II. No 

entanto, como as diferenças observadas entre as fibras normais e alteradas do tipo I 

seguiam um padrão semelhante às diferenças observadas entre as fibras normais e alteradas 

do tipo II (apêndice), realizamos uma só análise com fibras normais e alteradas dos tipos I 

e II. 

 

4.1.2 Análise quantitativa da marcação histoquímica da SDH nas fibras musculares 

normais e alteradas. 

 

Ao realizarmos a análise constatamos que as fibras inicialmente denominadas de 

sem prol/COX- apresentavam atividade de SDH 26,8% maior do que a de fibras normais, o 

que era estatisticamente significante. Isto ocorreu, pois 75% das fibras Baixa Prol. 

apresentou valores da atividade da SDH mais próximos do valor máximo obtido em fibras 

normais, tornando este grupo diferente do grupo de fibras normais que não tem 
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proliferação de mitocôndrias. Este resultado sugere que estas fibras contêm um maior 

conteúdo mitocondrial que as fibras normais, ou seja, algum grau de proliferação 

mitocondrial, e por isso, passaram a ser denominadas de fibras com baixa proliferação 

mitocondrial (Baixa Prol.). As ragged red fibers (RRF), que são fibras com alta 

proliferação mitocondrial, apresentaram atividade da SDH 176,9% maior que aquela de 

fibras normais e 150,1% maior do aquela das fibras Baixa Prol./COX-. (Tabela 7 e Figura 

11). 

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

     Atividade da SDH (%)  
Características 

das fibras Normais Baixa 
Prol./COX- RRF 

Média ± D.P. 100,0±19,9 126,8±36,1(1) 276,9±97,2(2) 
 Máximo 183,3 183,1 859,6 
Mínimo 33,9 36,0 183,4 

N 887 432 478 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número 
de fibras analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação às 
fibras normais, (2) indica diferença significante em relação às fibras 
normais e às fibras Baixa Prol./COX-. Teste de Kruskal-Wallis com pós-
teste de Dunn, p<0,05. 

 
 

 

Figura 11-Atividade da SDH nas fibras musculares humanas normais e alteradas. As fibras 
alteradas apresentaram atividade da SDH maior que aquela de fibras normais, sendo que esta 
atividade nas RRF foi maior que aquela de fibras Baixa Prol./COX-. Teste de Kruskal-Wallis com 
pós-teste de Dunn, ***p<0,0001. Gráfico: Box Plot com mediana, mínimo, máximo e percentis de 
25 e 75%. 
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4.1.3 Análise quantitativa da marcação histoquímica da COX nas fibras musculares  

normais e alteradas. 

  

 As fibras COX positivo (COX+) apresentaram atividade da COX 73,7% maior que 

aquela de fibras normais, pois são fibras com proliferação mitocondrial e, portanto, a 

atividade da COX é maior devido ao maior número de mitocôndrias. As fibras com 

deficiência parcial (DEF COX) e COX- apresentaram atividades da COX 53,9% e 89,1% 

menores que aquela de fibras normais, sendo a atividade das fibras COX- 35,2% menor 

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

 

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

das fibras Normais COX+ DEF COX COX- 

Média±D.P. 100,0±26,7 173,7±100,6(2) 46,1±15,7(1) 10,9±8,3(2) 
Máximo 297,3 607,9 99,6 31,4 
Mínimo 32,0 47,7 32,1 0,0 

N 887 165 33 712 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação às fibras normais, (2) 
indica diferença significante em relação às fibras normais e às fibras DEF COX. 
Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn, p<0,05. 
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Figura 12-Atividade da COX nas fibras musculares humanas normais e alteradas. As fibras 
RRF/COX+ apresentaram atividade da COX maior que aquela das fibras normais e as fibras 
RRF/DEF COX e COX- apresentaram atividade da COX menor que aquela das fibras normais. A 
atividade da COX nas fibras COX- foi menor que aquela das fibras DEF COX. Teste de Kruskal-
Wallis com pós-teste de Dunn, ***p< 0,0001. Gráfico: Box Plot com mediana, mínimo, máximo e 
percentis de 25 e 75%. 
 
 
4.1.4 Análise quantitativa da atividade da NOS em relação à proliferação 

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

  

Após a classificação de cada fibra segundo a proliferação mitocondrial e atividade 

da COX considerando a quantificação das marcações histoquímicas de SDH e COX, 

realizamos a análise das atividades da NOS no sarcolema e sarcoplasma considerando a 

quantificação das marcações histoquímicas da NADPHd no sarcolema e sarcoplasma, 

respectivamente.  

Observamos que a atividade da NOS no sarcolema das fibras alteradas foi 31,2% a 

64,1% maior que aquela de fibras normais. E a atividade da NOS no sarcolema das RRF 

foi 20,9% a 32,9% maior que aquela de fibras Baixa.Prol./COX-.  (Tabela 9 e Figura 13 

A).  

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

e 125,8% maior que aquela de fibras normais. A atividade da NOS no sarcoplasma das 
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RRF/COX- não foi diferente daquela de fibras normais e a atividade desta enzima nas 

fibras Baixa Prol./COX- foi 39,2% menor que aquela de fibras normais (Tabela 10 e Figura 

13 B). 

 

Tabela 9-Atividade da NOS no sarcolema das fibras normais e com alterações 
mitocondriais. 
         Atividade da NOS no sarcolema (%)   
Características 

das fibras NL RRF/COX+ RRF/DEF 
COX RRF/COX- Baixa 

Prol./COX- 
Média±D.P. 100,0±19,9 160,8±51,9(2) 164,1±53,8(2) 152,1±41,1(2) 131,2±38,8(1) 

Máximo 167,4 309,0 277,2 296,1 291,1 
Mínimo 28,4 48,5 86,8 54,3 43,2 

N 887 165 33 280 432 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras analisadas (N). (1) 
indica diferença significante em relação às fibras normais, (2) indica diferença significante em 
relação às fibras normais e às fibras Baixa Prol./COX-. Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de 
Dunn, p<0,05. 
 
 
Tabela 10-Atividade da NOS no sarcoplasma das fibras normais e com alterações 
mitocondriais. 
       Atividade da NOS no sarcoplasma (%)   
Características 

das fibras NL RRF/COX+ RRF/DEF 
COX RRF/COX- Baixa 

Prol./COX- 
Média±D.P. 100,0±35,8 267,4±273,9(1) 225,8±175,1(1) 134,3±113,2 60,75±46,9(1) 

Máximo 350,2 2046 840,6 1060,0 299,5 
Mínimo 0,0 0,0 16,1 0,0 0,0 

N 887 165 33 280 432 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras analisadas (N). (1) 
indica diferença significante em relação às fibras normais. Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de 
Dunn, p<0,05. 
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Figura 13-Atividade da NOS nas fibras musculares humanas normais e alteradas. A:  Todas 
as fibras alteradas apresentaram atividade da NOS, no sarcolema, maior que aquela das fibras 
normais, no entanto, a atividade da NOS no sarcolema das RRF foi maior que aquela das fibras 
Baixa Prol./COX-. B: as fibras RRF/COX+ e RRF/DEF COX apresentaram atividade da NOS, no 
sarcoplasma, maior que aquela das fibras normais, e as fibras Baixa Prol./COX-  apresentaram 
atividade da NOS, no sarcoplasma, menor que aquela das fibras normais. Teste de Kruskal-Wallis 
com pós-teste de Dunn, *p<0,05, ***p<0,0001. Gráfico = Box Plot com mediana, mínimo, 
máximo e percentis de 25 e 75%. 
 
 

 Nossos resultados mostraram que, no sarcolema, a atividade da NOS varia de 

acordo com o conteúdo mitocondrial, pois todas as fibras com proliferação mitocondrial 

apresentaram atividade da NOS maior que aquela de fibras normais. Além disso, as RRF 

apresentaram atividade da NOS maior do que aquela de fibras Baixa Prol./COX-. Nas 

RRF, as variações da atividade da NOS, no sarcolema, não foram correlacionadas com 

variações de atividade da COX, já que não houve diferenças entre as RRF/COX+, 

RRF/DEF COX e RRF/COX-. 

No sarcoplasma, a atividade da NOS variou tanto de acordo com a proliferação 

mitocondrial quanto com a função mitocondrial, pois se mostrou maior nas RRF/COX+, 

RRF/DEF COX, inalterada nas RRF/COX- e menor nas fibras Baixa Prol./COX- em 

relação às fibras normais (Figura 14).  
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Figura 14-Colorações histoquímicas de criosecções seriadas de músculo de pacientes com 
deleções múltiplas no mtDNA. Figura mostra alterações localizadas nas biópsias dos pacientes 
que apresentaram: fibras normais do tipo I (NL I) e II (NL II) e fibras alteradas (RRF/COX+ tipo I, 
RRF/DEF COX tipo I, RRF/COX- tipo II e COX- tipo I). As fibras RRF/COX+ e RRF/DEF COX 
apresentaram atividades da NOS, no sarcoplasma e no sarcolema, maiores do que as fibras 
normais. As fibras RRF/COX- e Baixa Prol./COX-, apresentaram atividade da NOS, no sarcolema, 
maior do que as fibras normais. E as fibras Baixa Prol./COX- apresentaram atividade da NOS, no 
sarcoplasma, menor do que as fibras normais.  
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4.1.5 Análise quantitativa da atividade da NOS em relação ao tipo de mutação 

genética presente nas fibras musculares normais e alteradas. 

 

Todos os pacientes com mutações no mtDNA, isto é, com deleções, mutações 

pontuais no tRNAleu, ou inserção 4370A no tRNAGln, apresentaram fibras alteradas com a 

atividade da NOS no sarcolema 38,3% a 67,7% maior do que aquela de fibras normais. As 

fibras com mutações no tRNAleu apresentaram atividade da NOS, no sarcolema, 29,4% 

maior do que aquela de fibras com deleções (Tabela 11 e Figura 15 A). A atividade da 

NOS no sarcoplasma foi 44,1% e 191,9% maior nas fibras alteradas com inserção ou 

mutações pontuais no tRNA e 14,2% menor naquelas fibras com deleções do que nas 

fibras normais (Tabela 12 e Figura 15 B). 

 

Tabela 11-Atividade da NOS no sarcolema em relação ao tipo de mutação no 
mtDNA. 

   Atividade da NOS no sarcolema (%) 
Características 

das fibras NL Deleções 
Mutações 
tRNAleu 

Inserção 
4370A 

Média±D.P. 100,0±19,9 138,3±41,1(1) 167,7±50,9(1)(2) 147,2±34,1(1) 
Máximo 167,4 296,1 309,0 213,0 
Mínimo 28,4 43,2 48,5 92,2 

N 887 718 177 15 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação às fibras normais e (2) 
indica diferença significante em relação às fibras com deleções. Teste de Kruskal-
Wallis com pós-teste de Dunn, p<0,05. 
 
�

Tabela 12-Atividade da NOS no sarcoplasma em relação ao tipo de mutação 
no mtDNA. 

   Atividade da NOS no sarcoplasma (%) 
Características 

das fibras NL Deleções Mutações 
tRNAleu 

Inserção 
4370A 

Média±D.P. 100,0±35,9 85,8±71,3(1) 291,9±277,3(1) 144,1±75,2 
Máximo 350,2 489,9 2046 285,4 
Mínimo 0,0 0,0 9,2 68,5 

N 887 718 177 15 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação às fibras normais. Teste 
de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn, p<0,05. 
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Figura 15-Atividade da NOS nas fibras musculares humanas normais e com mutações no 
mtDNA. A: todas as fibras com alguma alteração no mtDNA apresentaram atividade da NOS, no 
sarcolema, maior do que as fibras normais, sendo a atividade nas fibras com a mutação tRNAleu 
maior do que nas fibras com deleções. B: as fibras com mutações no tRNAleu apresentaram 
atividade da NOS, no sarcoplasma, maior que as fibras normais, e as fibras com deleções 
apresentaram a atividade desta enzima menor do que as fibras normais. Teste de Kruskal-Wallis 
com pós-teste de Dunn, ***p< 0,0001. Gráfico = Box Plot com mediana, mínimo, máximo e 
percentis de 25 e 75%. 
 
 

Estas variações na atividade da NOS entre as fibras alteradas com deleções e 

aquelas com mutações no tRNAleu ocorrem pelo fato de haver uma maior proporção de 

fibras RRF/COX- e Baixa Prol./COX- nos pacientes com deleções e de fibras RRF/COX+ 

e RRF/DEF COX nos pacientes com mutações no tRNAleu (Tabela 13).  

 
Tabela 13-Distribuição das fibras com deleções, mutação no tRNAleu e inserção 4370A 
no mtDNA, quanto a quantidade  e tipo de fibras alteradas. 

Tipo de fibra 
 Quantidade de Fibras Alteradas (%) pelo Tipo de 

Mutação no mtDNA 
 

 Deleções Mutação tRNAleu Inserção 4370ª 
RRF/COX+ 5,2 72,3 0,0 

RRF/DEF COX 2,2 9,6 0,0 
RRF/COX- 35,9 10,2 26,7 

Baixa Prol./COX- 56,7 7,9 73,3 
N 718 177 15 

Total 100,0 100,0 100,0 
Destaque em retângulo vermelho: maioria das fibras com deleções são RRF/COX- ou Baixa 
Prol./COX-. E maioria das fibras com mutações no tRNAleu são RRF/COX+ ou RRF/DEF 
COX.Número de fibras analisadas (N). 
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4.1.6 Análise quantitativa de histoquímicas em fibras musculares de pacientes com 

padrão histológico diverso 

 

Realizamos o estudo da atividade da NOS em outros dois pacientes que 

apresentaram padrão histológico diverso e de origem molecular diferente dos grupos 

anteriormente analisados. A análise destes pacientes foi feita separadamente. O paciente 26 

não apresentou fibras normais, assim, não pudemos fazer a normalização em relação a 

estas fibras controle no mesmo corte para comparar juntamente com os demais pacientes. 

O segundo paciente, 25, não apresentou fibras com alterações mitocondriais (RRF ou 

deficiência de COX), o que também impossibilitou a análise conjunta com os demais 

pacientes.  

O paciente 26 apresentou todas as fibras alteradas devido a uma mutação não 

identificada em gene nuclear levando a uma deficiência difusa da SDH e acúmulo de 

gordura (RODRIGUES et al., 2008). Foi possível a identificação de dois tipos de fibras 

alteradas: o primeiro tipo sem acúmulo de gordura, menor deficiência de SDH e atividades 

de COX, NOS no sarcoplasma e no sarcolema normais. O segundo tipo apresentou 

acúmulo de gordura, maior deficiência de SDH e atividade da COX 261,5% maior do que 

o primeiro tipo de fibra. Esta maior atividade da COX evidenciou a presença de 

proliferação mitocondrial nestas fibras, que não pode ser detectada através da histoquímica 

da SDH, pois são fibras com alta deficiência desta enzima. Já o primeiro tipo de fibra não 

apresentou proliferação mitocondrial, pois a atividade da COX está normal (Figuras 16 e 

17 e Tabela 14). 
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Figura 16- Colorações histoquímicas de criosecções seriadas de músculo do paciente 26 
com mutação não identificada no DNA nuclear. 1-fibra sem acúmulo de gordura, 
atividades da COX, NOS no sarcolema e no sarcoplasma normais e menor deficiência da 
SDH em relação às fibras 2 que possuem acúmulo de gordura, maior deficiência da SDH, 
COX+ (proliferação mitocondrial) e maiores atividades da NOS no sarcolema e no 
sarcoplasma. 
 
 

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

 Atividade da COX (%)  
Características 

das fibras 
Sem proliferação 

Mitocondrial 
Com proliferação 

Mitocondrial 
Média±D.P. 100,0±59,0 361,5±116,8(1) 

Máximo 200,2 451,5 
Mínimo 36,4 112,9 

N 10 8 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número 
de fibras analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação às 
fibras sem proliferação mitocondrial. Teste de Mann-Whitney, p<0,05. 
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Figura 17-Atividade da COX nas fibras musculares alteradas do paciente 26. As fibras com 
acúmulo de gordura e maior deficiência da SDH apresentaram atividade da COX maior do 
que as fibras sem acúmulo de gordura e menor deficiência da SDH. A maior atividade da 
COX nestas fibras indica a presença de proliferação mitocondrial. Teste de Mann-Whitney, 
***p<0,0001. Gráfico = Box Plot com mediana, mínimo, máximo e percentis de 25 e 75%.  
 

As fibras com proliferação mitocondrial também apresentaram atividades da NOS 

no sarcoplasma e no sarcolema, 108% e 39%, respectivamente, maiores que aquelas de 

fibras sem proliferação (Tabela 15 e Figura 18). Neste caso, podemos concluir que a 

deficiência do complexo II não levou a uma redução na atividade da NOS e que as 

atividades da NOS no sarcoplasma e no sarcolema estavam aumentadas nas fibras com 

proliferação mitocondrial seguindo o mesmo padrão verificado nos grupos apresentados 

anteriormente. 

 
Tabela 15-Atividade da NOS no sarcoplasma e no sarcolema nas fibras com e sem 
proliferação mitocondrial do paciente 26. 

 Atividade da NOS 
no sarcolema (%) 

 Atividade da NOS 
no sarcoplama (%) 

 

Características 
das fibras Sem Prol. Com Prol. Sem Prol. Com Prol. 

Média 100,0±14,1 139,4±35,2(1) 100,0±27,2 208,2±99,9(1) 
Máximo 130,0 205,1 138,6 445,7 
Mínimo 84,1 111,8 70,4 138,6 

N 10 8 10 8 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras analisadas (N). (1) 
indica diferença significante em relação às fibras sem proliferação mitocondrial (Sem Prol.). Com 
proliferação mitocondrial (Com Prol.). Teste de Mann-Whitney, p<0,05. 
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Figura 18-Atividade da NOS nas fibras musculares com e sem proliferação mitocondrial do 
paciente 26. As fibras com proliferação mitocondrial apresentaram atividade da NOS no sarcolema 
(A) e no sarcoplasma (B) maiores do que as fibras sem proliferação. Teste de Mann-Whitney, 
**p<0,001 e ***p<0,0001. Gráfico = Box Plot com mediana, mínimo, máximo e percentis de 25 e 
75%.  
 

O outro paciente 25 apresentou biópsia muscular com atividades normais de SDH, 

COX e NOS (Figura 19), apesar de apresentar uma mutação (G14459A) em MT-ND6 

(NADH desidrogenase 6 codificada pelo mtDNA). Esta mutação estava presente de forma 

homoplásmica no músculo, o que significa 100% do mtDNA deste tecido mutado, 

resultando em um provável  defeito no complexo I (KIRBY et al., 2003) cuja atividade não 

é detectada pelos métodos histoquímicos. Este resultado sugere que a atividade da NOS 

não é afetada por um defeito neste complexo.  

 
Figura 19- Colorações histoquímicas de criosecções seriadas de músculo do paciente 25 com 
mutação em gene mitocondrial (ND6). Não é possível a identificação de fibras alteradas pelos 
métodos histoquímicos utilizados neste estudo. 
  

A análise dos pacientes 25 e 26, que possuem padrões histológicos diversos do 

grupo anteriormente analisado, confirma a correlação entre proliferação mitocondrial e 

aumento da atividade da NOS, no sarcoplasma (quando há atividade da COX) e no 

sarcolema (paciente 26), além disso, mostra que as deficiências dos complexos I (paciente 

25) e II (paciente 26) não afetam a atividade desta enzima. 
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4.2  Análise do conteúdo e função mitocondrial em células miogênicas C2C12 

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

 

4.2.1  Avaliação da adequação das amostras de miotubos  

 

Para avaliar a influência do NO na proliferação e função mitocondrial os 

experimentos seguintes foram realizados utilizando cultura de células da linhagem C2C12, 

de origem murina, que se diferenciam em músculo esquelético (miotubos). A figura 20 

mostra o desenvolvimento e a diferenciação dessas células in vitro.  

. 

 
Figura 20-Cultura de células miogênicas C2C12. Á esquerda, células miogênicas C2C12 não 
diferenciadas. Á direita, células C2C12 diferenciadas em miotubos. 
 

 

Os tratamentos com o doador de NO, SNAP, com o substrato da NOS, L-arginina e 

com o antagonista da NOS, L-NMMA, não alteraram a diferenciação das células tratadas 

quando comparadas com as células não tratadas (controle) (dados não mostrados). Além 

disso, a análise das bandas de proteína das amostras tratadas e não tratadas em gel corado 

com Coomassie blue não mostrou diferenças no padrão protéico, sugerindo o mesmo grau 
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de diferenciação, e também comprovou o bom estado das amostras, isto é, sem degradação 

(Figura 21).   

 

 

Figura 21-Padrão de proteínas após eletroforese em gel denaturante corado pelo Coomassie 
blue. As amostras de proteínas das células tratadas com SNAP, L-arginina e L-NMMA 
apresentaram um padrão de bandas similar ao de seus respectivos controles (células sem 
tratamento). Além disso, as amostras estavam em boas condições, isto é, sem degradação. 
 

4.2.2  Análise do conteúdo mitocondrial nos miotubos tratados por Western blotting 

  

A análise da regressão linear do efeito do tratamento das culturas com SNAP 100 

mM e 300 mM mostrou o aumento da expressão da subunidade do complexo II, SDH-Fp, 

indicando o aumento do conteúdo mitocondrial. Não observamos alteração na expressão de 

SDH-Fp em células tratadas com SNAP 10 mM e 30 mM (Tabela 16 e Figura 22).  

�
Tabela 16–Expressão de SDH-Fp nos miotubos tratados com SNAP por 48 horas. 
                              Expressão de SDH-Fp (%)     
 Controle  10mM 30mM  Controle 100mM 300mM 
Média±D.P

. 
100,0±40,

1 
132,4±57,

2 
111,8±14,

9 
 100,0±4,

8 
110,4±3,

7 
125,9±9,

3 
N 3 3 3  3 3 3 

Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas analisadas (N).  
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Figura 22-Expressão de SDH-fp nos miotubos tratados com SNAP. O tratamento por 48 horas 
com SNAP 100 mM e 300 mM promoveu um aumento significante e linear do conteúdo 
mitocondrial (r=0,89). O tratamento com SNAP 10 mM e 30 mM não alterou o conteúdo 
mitocondrial (r=0,065). Regressão linear p<0,05. 
 
 

Apenas o tratamento com L-arginina 1mM por 48 horas promoveu o aumento 

significante da expressão de SDH-Fp em relação ao controle, as demais concentrações, 10 

mM e 100 mM, não alterarm a expressão de SDH-Fp (Tabela 17 e Figura 23). O tratamento 

dos miotubos com o inibidor não seletivo da NOS, o L-NMMA 1 mM, por 24 horas 

resultou na diminuição da expressão de SDH-Fp, indicativo de diminuição do conteúdo 

mitocondrial (Tabela 18 e Figura 24). 

 

Tabela 17–Expressão de SDH-Fp nos miotubos tratados com L-arginina por 48 horas. 
    Expressão de SDH-Fp (%) 
 Controle 10mM 100mM 1mM 

Média±D.P. 100,0±22,9 131,7±6,1 142,5±8,5 180,9±32,8(1) 
N 3 3 3 3 

Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas analisadas (N). 
(1) indica diferença significante em relação ao controle não tratado. ANOVA com pós-teste de 
Dunnet, p<0,05. 
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Figura 23-Expressão de SDH-fp nos miotubos tratados com L-arginina. Apenas o tratamento 
por 48 horas com L-arginina 1 mM promoveu um aumento significante do conteúdo mitocondrial 
em relação ao controle não tratado. ANOVA com pós-teste de Dunnet, **p<0,01. Cada barra 
representa a média ± desvio padrão da média. 
 
 

Tabela 18–Expressão de SDH-Fp nos miotubos tratados com L-NMMA por 24 
horas. 
 Expressão de SDH-Fp (%) 
 Controle  1mM 
Média±D.P. 100,0±6,4 77,2±14,3(1) 

N 3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação ao controle não tratado. Teste t, 
p<0,05. 

 

 

Figura 24- Expressão de SDH-fp nos miotubos tratados com L-NMMA. O tratamento com L-
NMMA 1 mM por 24h diminuiu a expressão de SDH-fp em relação ao controle não tratado. Teste 
t. *p<0,05. Cada barra representa a média ± desvio padrão da média. 
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4.2.3  Análise da quantidade de proteína celular total e atividades enzimáticas nos 

 miotubos tratados por espectrofotometria 

 

 A partir do lisado celular, realizamos análise da quantidade de proteína celular total 

de placas de 100 mm e da função mitocondrial pela medida das atividades das enzimas dos 

complexos da cadeia respiratória: CII (succinato ubiquinona óxido redutase) e CIV 

(citocromo c oxidase ou COX).  

Quanto à análise de proteína celular total, o tratamento das células C2C12 com 

SNAP 100 mM e 300 mM reduziu de forma significante e linear o conteúdo protéico total. 

(Tabela 19 e Figura 25 B). E os tratamentos com SNAP 10 mM e 30 mM, L-arginina e L-

NMMA não alteraram a quantidade de proteína total (Tabelas 19, 20 e 21 e Figura 25 A, C 

e D). 

 

Tabela 19-Proteína total de miotubos tratados com SNAP e extraídos de placa de 100mm. 
  Proteína Total (mg) nos Tratamentos com SNAP (48h)     
 Controle  10mM 30mM  Controle 100mM 300mM 
Média± 

D.P. 
650,0± 
133,1 

594,0± 
46,9 

626,0± 
75,0 

 792,0± 
70,5 

506,7± 
83,7 

438,3± 
144,0 

N 3 3 3  3 3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas analisadas (N).  

 

Tabela 20-Proteína total de miotubos tratados com L-Arginina e extraídos de placa de 
100 mm. 

    Proteína Total (mg) nos Tratamentos com L-Arginina por 48h 
 Controle 10mM 100mM 1mM 

Média±D.P. 650,0±133,1 533,3±91,3 617,3±77,7 526,0±52,4 
N 3 3 3 3 

Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas analisadas (N).  
 
 

Tabela 21-Proteína total de miotubos tratados com L-NMMA e extraídos de placa 
de 100 mm. 
 Proteína Total (mg) no Tratamento com L-NMMA por 24h 
 Controle  1mM 
Média±D.P. 554,3±53,2 545,7±22,1 

N 3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas 
analisadas (N).  
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Figura 25-Quantificação da proteína 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 conteúdo protéico total. O tratamento por 48h com SNAP 100 � M e 300 � M promoveu 
a diminuição linear da quantidade de proteína total. Os demais tratamentos não alteraram o 
conteúdo protéico. Regressão linear, p<0,05. Teste t e ANOVA com pós-teste de Dunnet. Cada 
barra representa a média ± desvio padrão da média. 
 
 

Quanto à análise da função mitocondrial através da medida das atividades dos 

complexos II e IV, identificamos uma correlação linear entre atividade de CII e 

concentração de SNAP, mostrando uma clara redução da atividade de CII com o aumento 

da concentração de SNAP. A mesma correlação não foi observada em relação ao CIV nas 

concentrações de 10 µM e 30 µM. Uma redução linear foi observada apenas nos miotubos 

tratados com SNAP 100 mM e 300 mM (Tabela 22 e Figura 26).  
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Tabela 22-Atividade enzimática do Complexo II e IV para o tratamento 
com SNAP. 

 CII (%) CIV (%) 
Tratamento Tempo Média±D.P. Média±D.P. 

Controle 48h 100,0±4,3 100,0±4,9 
SNAP 10 mM 48h 82,9±9,3 91,3±5,7 
SNAP 30 mM 48h 76,3±2,9 96,0±7,9 

N 3 3 3 
Controle 48h 100,0±7,6 100,0±18,6 

SNAP 100 mM 48h 84,1±8,1 62,7±4,1 
SNAP 300 mM 48h 39,4±5,2 54,0±17,2 

N  3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas 
analisadas (N).  

 

 

Figura 26-Atividades dos Complexos II e IV nos miotubos tratados com SNAP. Diminuição 
linear da atividade de CII nos miotubos tratados com SNAP 10 mM e 30 mM (r=0,81) (A), 
100 mM e 300 mM (r=0,97) (B). Diminuição linear da atividade de CIV nos miotubos tratados 
com SNAP 100 mM e 300  mM (r=0,73) (B). Não houve alteração da atividade de CIV nos 
miotubos tratados com SNAP 10 mM e 30 mM (r=0,16) (A).Regressão linear, p<0,05. 

 

Apenas o tratamento com L-arginina 1 mM por 48 horas promoveu a diminuição 

significante das atividades dos complexos II e IV em relação ao controle, as demais 

concentrações, 10 mM e 100 mM, não alteraram as atividades destes complexos 

enzimáticos (Tabela 23 e Figura 27). 
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Tabela 23-Atividade enzimática do Complexo II e IV para o tratamento 
com L-arginina. 

 CII (%) CIV (%) 
Tratamento Tempo Média±D.P. Média±D.P. 

Controle 48h 100,0±11,3 100,0±8,3 
L-arginina 10mM 48h 92,4±1,4 88,0±5,6 
L-arginina 100mM 48h 89,5±8,7 98,1±4,3 
L-arginina 1mM 48h 81,2±4,4(1) 82,3±9,0(1) 

N  3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação ao controle não 
tratado. ANOVA com pós-teste de Dunnet, p<0,05. 

 
 

 

Figura 27-Atividades dos Complexos II e IV nos miotubos tratados com L-arginina. 
Diminuição da atividade de CII e CIV nos miotubos tratados com L-arginina 1 mM. Não 
houve diminuição da atividade de CII e CIV nos miotubos tratados com L-arginina 10 mM e 100 
mM. ANOVA com pós-teste de Dunnet, *p<0,05. Cada barra representa a média ± desvio padrão 
da média. 
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O tratamento com L-NMMA 1 mM por 24 horas resultou no aumento da atividade 

apenas de CIV em relação ao controle não tratado (Tabela 24 e Figura 28). 

 
Tabela 24-Atividade enzimática do Complexo II e IV para o tratamento 
com L-NMMA. 

 CII (%) CIV (%) 
Tratamento Tempo Média±D.P. Média±D.P. 

Controle 24h 100,0±17,9 100,0±6,1 
L-NMMA 1mM 24h 118,9±14,3 153,1±9,4(1) 

N  3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas 
analisadas (N). (1) indica diferença significante em relação ao controle. Teste t, 
p<0,05. 

 

 
Figura 28-Atividades dos Complexos II e IV nos miotubos tratados com L-NMMA. Aumento 
da atividade de CIV nos miotubos tratados com L-NMMA 1 mM por 24 horas. Não houve 
alteração da atividade de CII nos miotubos tratados em relação ao controle. Teste t,**p<0,001. 
Cada barra representa a média ± desvio padrão da média. 
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4.3  Análise de núcleos apoptóticos em biópsia de músculo de pacientes e em 

células cíbridas. 

 

4.3.1  Análise de núcleos apoptóticos em biópsia de músculo de pacientes com doença 

          mitocondrial. 

 

A presença de apoptose foi avaliada através da pesquisa de fragmentação no DNA 

nuclear pelo método de TUNEL nas 26 biópsias de pacientes com doença mitocondrial, e 

em 5 controles que não apresentaram alterações musculares e quadro clínico sugetivo de 

doença mitocondrial ou metabólica  (Tabela 3 – Material e Métodos).  

Ao contrário dos pacientes normais, cujas fibras não apresentaram núcleos 

apoptóticos, os pacientes com deleções no mtDNA apresentaram média de 0,4% de fibras 

com núcleos apoptóticos e os pacientes com mutações no mtDNA que afetam tRNAleu 

(A3243G ou A3251G) apresentaram 0,1%. No entanto, houve significância estatística 

apenas para o maior número de fibras com núcleos apoptóticos observadas nos pacientes 

com deleções (Tabela 25 e Figura 29). Além disso, o paciente 26, com mutação não 

identificada no DNA nuclear e com alterações musculares (fibras com proliferação 

mitocondrial, def. SDH, acúmulo lipídico, COX+/- focal) apresentou núcleos apoptóticos 

em 1,7% das fibras (Tabela 26) 

 
Tabela 25-Porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos pelo 
tipo de mutação no mtDNA. 
  Núcleos Apoptóticos (%) 
Tipo de Mutação N Média ±D.P.  
Sem mutação 5 0,0±0,0 
Deleções 19 0,4±0,5(1) 
Mutações em tRNAleu 4 0,1±0,2 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. 
Número de pacientes e controles analisados (N). (1) indica diferença 
significante em relação aos controles sem mutação. Teste de 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn, p<0,05. 
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Figura 29-Porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos em músculo esquelético de 
pacientes com mutação no mtDNA ou em controles sem mutações. O grupo de pacientes com 
deleções apresentou a porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos maior do que o grupo 
controle (sem mutações) que não apresentou fibras com núcleos apoptóticos. Teste de Kruskal-
Wallis com pós-teste de Dunn **p=0,005. Gráfico = Box Plot com mediana, mínimo, máximo e 
percentis de 25 e 75%. 
 
 

Não observamos correlação entre a porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos 

com o tipo de defeito molecular, ou com a porcentagem de RRF ou de fibras DEF COX e 

COX- (Tabela 26 e Figura 30).  
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Tabela 26-Características clínicas, tipo de alteração presente no DNA mitocondrial ou 
nuclear, porcentagem de fibras RRF, com deficiência de COX e com núcleos TUNEL+ 
(apoptóticos), nos controles e pacientes analisados. 

Paciente 

Idade 
na 

Biópsia 

 
 

Fenótipo 

Duração 
da 

Doença 
Tipo de alteração 

molecular 
RRF 
(%) 

COX 
def. (%) 

TUNEL + 
(%) 

1H 
12 Def. Mental 

Branda 
ND 

Controle 0 0 0 
2H 3 ND ND Controle 0 0 0 
3H 7 EM Mioclônica ND Controle 0 0 0 
4M 7 EM Mioclônica ND Controle 0 0 0 
5M 32 ND ND Controle 0 0 0 
6H 69 PEO 4 Del. Múlt. mtDNA 5 9 0 
7M 45 PEO 15 Del. Múltiplas mtDNA 2 3 0.074 
8M 45 PEO 13 Del. Múltiplas mtDNA 9 10 0.103 
9M 53 PEO 26 Del. Múltiplas mtDNA 18 20 0.250 
10H 64 PEO 1 Del. Múltiplas mtDNA 9 12 0.355 
11M 38 MNGIE like 19 Del. Múltiplas mtDNA 6 4 0.358 
12M 63 PEO 2 Del. Múltiplas mtDNA 6 10 0.480 
13H 33 MNGIE like 9 Del. Múltiplas 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 biópsia em anos; ND: não determinado; Def.: deficiência; EM: 
Encefalomiopatia; PEO: Oftalmoplegia Externa Progressiva; MNGIE like: tipo Encefalomiopatia 
Neurogastrointestinal Mitocondrial; MELAS: Encefalomiopatia com Acidose Láctica e Episódios 
to Tipo Acidente Vascular Cerebral; Intol. Exerc.: Intolerância ao Exercício; Del.: Deleções. 
 

 



89 
 

 

Figura 30-Análise de correlação entre fibras com núcleos apoptóticos e RRF ou fibras DEF 
COX ou COX-. Não houve correlação entre a porcentagem de fibras com núcleos apoptóticos e a 
porcentagem de RRF (A) ou a porcentagem de fibras DEF COX ou COX- (B). Teste de correlação 
de Spearman (r=0,3). Gráfico de dispersão.  
 

 

Em seguida, quantificamos a atividade da NOS nas 38 fibras com núcleos 

apoptóticos encontradas. Nestas fibras observamos que a atividade da NOS no sarcoplasma 

e no sarcolema foi 18% e 15%, respectivamente, maior do que nas fibras normais e sem 

apoptose. (Tabela 27 e Figura 31). Entretanto, não observamos associação específica de 

núcleos apoptóticos com nenhum tipo de fibra com alteração mitocondrial (RRF, DEF 

COX e COX-) (Tabela 28). 

 
Tabela 27-Atividade da NOS no sarcoplasma e sarcolema de fibras com núcleos 
apoptóticos e em fibras normais, sem núcleos apoptóticos.  
Tipo de Fibra Local N Média±D.P. (%) 
Com núcleos apoptóticos Sarcoplasma 38 117,8±60,4(1) 
Normal e sem núcleos apoptóticos Sarcoplasma 891 100,0±35,8 
Com núcleos apoptóticos Sarcolema 38 114,6±40,2(1) 
Normal e sem núcleos apoptóticos Sarcolema 891 100,0±20,0 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras analisadas 
(N). (1) indica diferença significante em relação às fibras normais e sem núcleos 
apoptóticos. Teste de Mann Whitney, p<0,05. 
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Figura 31-Atividade da NOS no sarcoplasma ou sarcolema das fibras musculares 
esqueléticas com apoptose ou normais e sem apoptose. A atividade da NOS nas fibras com 
núcleos apoptóticos foi maior do que nas fibras normais e sem apoptose, tanto no sarcoplasma 
quanto no sarcolema. Teste de Mann-Whitney, *p<0,05. Gráfico = Box Plot com mediana, 
mínimo, máximo e percentis de 25 e 75%. 

 

Tabela 28-Características mitocondriais das fibras 
apoptóticas encontradas. 
Característica mitocondrial número de fibras 
Atividade SDH  
RRF 10 
Sem Proliferação Mitocondrial 28 
Atividade de COX  
COX- 8 
DEF COX 2 
COX+ 28 
atividade SDH/COX  
Anormal 15 
Normal 23 

 

4.3.2  Análise de núcleos apoptóticos em células cíbridas com mutações no mtDNA. 

 

Como observamos uma baixa, porém significativa, porcentagem de fibras com 

núcleos apoptóticos no músculo esquelético de pacientes com deleções no mtDNA, 

decidimos analisar a presença de apoptose em células cíbridas com mutações no mtDNA 

(deleção de 7,5kb e mutações A3243G ou A8344G), pois estas células apresentam alta 

proporção de mtDNA mutante (>90%) e, portanto, o defeito mitocondrial bastante 

exacerbado.  
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A análise de viabilidade celular mostrou que não houve redução do número de 

células viáveis nas três condições utilizadas para o ensaio: glicose e uridina, glicose sem 

uridina e galactose. Isto possibilitou o uso do método de TUNEL para detecção de núcleos 

apoptóticos nas células, pois este método só pode ser aplicado a células ainda aderidas à 

lamínula (Tabela 29 e Figura 32). 

 

Tabela 29-Número de células viáveis nas placas de células cíbridas e 143B cultivadas em 
meio com glicose e uridina, apenas com glicose ou com galactose. 
  Número de células viáveis (x 103)  
  Tipo de tratamento  

Tipo Celular Glicose+Uridina Glicose Galactose 
143B 64,2±17,8 69,6±5,9 67,5±31,8 

Deleção 7,5 Kb 38,1±14,0 30,3±9,8 28,8±4,5 
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 média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de placas analisadas (N). 
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Figura 32-Viabilidade celular nas diferentes condições de cultura. Número de células viáveis 
nos meios com glicose e uridina (gli+uri), glicose sem uridina (Gli) e galactose (Gal). Células 143B 
(A), com deleção no mtDNA (B), com mutação A3243G  no mtDNA (C) e com mutação A8344G 
no mtDNA (D).  Observamos que não houve diferenças no número de células viáveis nas diferentes 
condições de cultura. ANOVA com pós-teste de Tukey. Gráfico de dispersão com mediana. 

 

Apenas as células com a deleção de 7,5kb no mtDNA apresentaram maior número 

de núcleos apoptóticos em relação às células controle (143B) sob o mesmo tipo de 

tratamento. Não houve diferença na quantidade de núcleos apoptóticos entre os diferentes 

tratamentos para uma mesma linhagem celular, e também não houve diferença na 

quantidade de núcleos apoptóticos entre as células com as mutações A3243G e A8344G e 

as células controle (Tabela 30 e Figura 33).  
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Tabela 30-Porcentagem de núcleos apoptóticos nas células cíbridas cultivadas em glicose e 
uridina, glicose sem uridina ou galactose. 

  Células com núcleos apoptóticos (%)  
Tipo de célula Glicose e Uridina Glicose sem Uridina Galactose 

143B 0,2±0,2 0,2±0,1 0,4±0,7 
Deleção 7,5 kb no mtDNA 6,9±6,2(1) 10,6±11,2(1) 11,1±10,4(1) 

Mutação A3243G no mtDNA 0,1±0,1 0,3±0,2 0,05±0,09 
Mutação A8344G no mtDNA 0,0±0,0 1,2±1,4 0,4±0,3 

N 3 3 3 
Valores expressos em média ± desvio padrão da média. Número de placas analisadas (N). (1) indica 
diferença significante em relação células 143B sob o mesmo tratamento. Teste de Mann Whitney, 
p<0,05. 

 

 

 

Figura 33-Porcentagem de células cíbridas com núcleos apoptóticos. Células cíbridas com 
deleção de 7,5Kb no mtDNA (Del) ou mutação A3243G ou A8344G no mtDNA e controle (143B) 
cultivadas em meio com glicose e uridina (gli+uri), glicose sem uridina (gli) ou galactose (gal). O 
grupo com deleções apresentou aumento de células com núcleos apoptóticos em relação ao 
controle nos três tipos de meios. Teste de Mann-Whitney ,*p<0,05. Gráfico de dispersão e 
mediana. 
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A mitocôndria é uma organela com múltiplas funções nas células eucarióticas, no 

entanto, sua mais importante função é a geração de energia. A maior produção de ATP 

(“moeda energética celular”) ocorre através da fosforilação oxidativa, processo que ocorre 

na cadeia respiratória mitocondrial (DI MAURO, 2010). Portanto, não surpreende o fato de 

disfunções no funcionamento mitocondrial comprometerem a viabilidade celular causando 

disfunção tecidual e quadros patológicos severos como aqueles associados a Doenças 

Mitocondriais. Tecidos com alta demanda energética, como músculo esquelético, coração e 

cérebro, são os mais afetados pela deficiência energética, resultando em manifestações 

clínicas típicas destas doenças e que incluem miopatias, convulsões, neuropatias e 

cardiomiopatias (WENZ, 2009). 

Em nosso estudo utilizamos biópsia de músculo de pacientes com Doenças 

Mitocondriais causadas por mutações tanto no mtDNA quanto no DNA nuclear e que 

apresentavam miopatia. Atualmente, a análise histológica e histoquímica destas biópsias é 

um dos métodos de diagnóstico mais importantes para a detecção de anormalidades 

mitocondriais presentes nestas doenças (OLD; JOHNSON, 1989; SELIGMAN; 

RUTENBURG, 1951) e é vastamente utilizada na rotina diagnóstica (DUBOWITZ; 

BROOKES, 1973). O comprometimento mitocondrial é detectado através de reações 

histoquímicas enzimáticas específicas para as enzimas mitocondriais SDH (complexo II) e 

COX (complexo IV). A enzima SDH por ser codificada somente pelo DNA nuclear não é 

deficiente nas miopatias mitocondriais associadas a mutações no mtDNA. Por isso, a 

principal alteração patológica encontrada nestas doenças, a proliferação mitocondrial, é 

identificada pela determinação histoquímica da SDH. Por outro lado, a análise 

histoquímica da COX é particularmente útil na avaliação destas miopatias porque as três 

subunidades catalíticas da COX são codificadas pelo mtDNA; e assim, alterações na 

atividade desta enzima indicam algum tipo de alteração no material genético da 

mitocôndria (TAYLOR et al., 2004). Inúmeros trabalhos utilizaram as histoquímicas para 

SDH e COX para o estudo de Doenças Mitocondriais especialmente pela facilidade 

metodológica (AURÉ et al., 2006; MIRABELLA et al., 2000; SCIACCO et al., 2001).  

Na maioria das miopatias a deficiência da COX e/ou a proliferação mitocondrial é 

focal, ou seja, ocorrem em fibras isoladas distribuídas de forma esparsa pelo tecido, 

formando um mosaico de fibras normais e alteradas (MORAES et al., 1992). Este tipo de 

alteração não é detectado pela quantificação da atividade enzimática utilizando 

homogenatos de tecido. Por isso, é muito importante que o estudo destas alterações, assim 

como o do presente trabalho, seja realizado em cortes histológicos seriados, pois permitem 
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a identificação individualizada das fibras alteradas e a análise de uma mesma fibra por 

diferentes colorações histoquímicas e outros métodos histológicos (por exemplo: marcação 

de SDH, COX e TUNEL).  

Os tratamentos disponíveis para as Doenças Mitocondriais são bastante limitados e 

geralmente restringem-se ao tratamento dos sintomas e não da deficiência causadora da 

doença (WENZ, 2009). Assim, atualmente esta é uma área de bastante interesse para os 

pesquisadores, na qual têm sido investidos muitos recursos. Em destaque estão três formas 

de terapias que visam a correção da deficiência mitocondrial e não apenas o tratamento dos 

sintomas: a terapia com células-tronco na Encefalomiopatia Neurogastrointestinal 

Mitocondrial (MNGIE), a transferência pró-nuclear como medida preventiva das Doenças 

Mitocondriais relativas à mutações no mtDNA e a indução da biogênese mitocondrial (DI 

MAURO, 2010). 

MNGIE é uma doença autossômica recessiva multissistêmica caracterizada 

clinicamente por oftalmoplegia externa progressiva, ptose, dismotilidade gastrointestinal, 

caquexia extrema, neuropatia periférica, leucoencéfalopatia seguida de morte na fase 

adulta. Esta doença ocorre devido a mutações no gene TYMP que codifica uma enzima 

citosólica (timidina fosforilase – TPase) (HIRANO et al., 2004). Esta mutação resulta 

numa grande elevação de timidina e deoxiuridina no sangue e nos tecidos e severo 

desequilíbrio no pool de deoxinucleotídeos, o que causa múltiplas deleções, depleção e 

mutações pontuais no mtDNA (LOPEZ et al., 2009).   

Alguns tratamentos foram testados nesta doença, como o uso de hemodiálise para 

eliminar os metabólitos tóxicos, no entanto, sua eficácia foi temporária em dois pacientes 

(SPINAZZOLA et al., 2002) e falhou em bloquear a progressão da doença em outro (LA 

MARCA et al., 2006). A reposição da TPase através da enzima encapsulada em eritrócitos 

ou da infusão de plaquetas resultou na melhora dos sintomas, mas não baixou os níveis 

plasmáticos de nucleotídeos (YAVUZ et al.,  2007). Hirano desenvolveu uma técnica mais 

ousada para a reposição enzimática de pacientes portadores desta doença, que consiste no 

transplante alogênico de células-tronco hematopoiéticas (HSCT), técnica bem sucedida em 

cinco dos onze pacientes tratados (HIRANO et al., 2006; HALTER et al., 2011). 

Atualmente, um ensaio clínico internacional desta terapia está sendo conduzido e poderá 

confirmar se esta técnica, embora arriscada, pode ser aplicada em pacientes com MNGIE. 

Outra forma de terapia de Doenças Mitocondriais ligadas a mutações no mtDNA 

está disponível mas bloqueada por problemas éticos. Esta técnica baseia-se na transferência 

in vitro de núcleos fertilizados de ovócitos de mulheres que carregam a mutação no 
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mtDNA para um ovócito enucleado de uma doadora normal; gerando um embrião que 

contém o núcleo normal dos pais (sendo a mãe portadora da mutação mitocondrial) e o 

genoma mitocondrial normal da mulher doadora (CRAVEN et al., 2010). 

Nos últimos anos, muitos pesquisadores voltaram sua atenção para o processo de 

biogênese mitocondrial, devido, principalmente, ao seu grande potencial terapêutico para 

as Doenças Mitocondriais (DI MAURO, 2010). Trabalhos recentes em cultura de células e 

modelos animais indicam que a indução da biogênese mitocondrial através da ativação de 

PGC-1a, o principal regulador da biogênese mitocondrial, pode aumentar a capacidade 

residual da cadeia respiratória através do aumento do número de mitocôndrias (BASTIN et 

al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2009; WENZ et al., 2008 e 2009). 

No presente estudo, identificamos uma relação entre o NO e a indução de 

biogênese mitocondrial tanto em músculo esquelético de pacientes com alterações 

mitocondriais, quanto em culturas de células miogênicas da linhagem C2C12. 

A análise de fibras musculares de pacientes com doença mitocondrial mostrou uma 

correlação entre a proliferação mitocondrial e a maior atividade da NOS no sarcolema. E 

quanto maior o número de mitocôndrias nas fibras, maior a atividade da NOS nesta região. 

Por outro lado, não foi observada correlação entre a atividade da NOS no sarcolema e a 

função mitocondrial; já que as fibras com níveis diferentes de atividade da COX 

(RRF/COX+, RRF DEF COX e RRF/COX-) não apresentaram diferenças na atividade 

dessa enzima.  

Trabalhos anteriores (OHKOSHI et al., 1997; TENGAN et al., 2007) também 

demonstraram o aumento da atividade da NOS no sarcolema de fibras com proliferação 

mitocondrial de pacientes com Doenças Mitocondriais. Ohkoshi et al. mostraram, por 

análises qualitativas de imuno-histoquímica e histoquímica para NADPH diaforase, o 

aumento da atividade da nNOS e eNOS em cinco pacientes com encefalomiopatia 

mitocondrial (2 MELAS, 2 CPEO e 1 MELAS/CPEO). Em nosso laboratório, já havíamos 

realizado a análise qualitativa de 15 pacientes com Doenças Mitocondriais (TENGAN et 

al., 2007). No presente estudo, fizemos uma análise quantitativa em biópsias de músculo 

de 26 pacientes com Doenças Mitocondriais de origem molecular diversa, considerando o 

nível de proliferação e função mitocondrial de cada fibra. Isto nos permitiu concluir que 

fibras com as mesmas alterações mitocondriais, ainda que de origem molecular diferente, 

apresentam o mesmo padrão de atividade da NOS em relação ao conteúdo mitocondrial.  

Após a avaliação em músculo esquelético de pacientes e controles, estendemos o 

estudo da influência do NO na proliferação mitocondrial em cultura de músculo 



98 
 

esquelético, realizada pelo tratamento de culturas de células da linhagem C2C12 com o 

doador de NO, SNAP, o substrato L-arginina e o inibidor da NOS, L-NMMA. Assim, tanto 

SNAP quanto a L-Arginina contribuem para o aumento da disponibilidade de NO na célula 

(LIRA et al., 2007; LONG et al., 2006) enquanto o L-NMMA é responsável pela 

diminuição da produção de NO (CASEY; JOYNER, 2009).  

Os tratamentos dos miotubos por 48 horas com SNAP 100 mm e 300 mm, e L-

arginina 1 mM induziram o aumento do conteúdo mitocondrial, visto pelo aumento da 

expressão da subunidade do complexo II; SDH-Fp. Por outro lado, o tratamento com L-

NMMA 1 mM por 24horas induziu a diminuição do número de mitocôndrias. 

A indução da biogênese mitocondrial pelo NO também foi demonstrada em outras 

linhagens celulares como aquelas de adipócitos de rato, monócitos humanos (U937), 

células HeLa (NISOLI et al., 2003), neurônios (PC12), miotubos de rato (L6) (LIRA et al., 

2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2004), e em modelo animal (músculo 

esquelético de rato) (WADLEY; MC CONELL, 2006). Nesses estudos, o envolvimento do 

NO com a proliferação de mitocôndrias foi demonstrado através do tratamento das 

linhagens celulares e de animais com drogas doadoras de NO, como o SNAP (LIRA et al., 

2010; MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2003), o DETA-NO (dietilenetriamina 

NONO) (LIRA et al., 2010; NISOLI et al., 2004;), o NO scavenger oxiemoglobina 

(NISOLI et al., 2003) e o inibidor da NOS L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) 

(MC CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2003; WADLEY; MC CONELL, 2006).  

Os experimentos em linhagens celulares ainda mostraram que o aumento do 

conteúdo mitocondrial pela indução por NO dá-se através da via de sinalização da 

guanilato ciclase solúvel/GMP cíclico (sGC/cGMP), pois tanto o análogo de cGMP 

membrana permeável 8Br-cGMP, o inibidor seletivo da guanilato ciclase ODQ 

(oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1), como o ativador da guanilato ciclase BAY 41-2272 

interferiram na indução da proliferação mitocondrial via NO (NISOLI et al., 2003 e 2004).  

Trabalhos mais recentes realizados em linhagem miogênica de rato (L6) confirmam 

a hipótese de que o NO é um ativador da proliferação mitocondrial via sGC/cGMP. Nesta 

via, o NO ativa a sGC, que por sua vez converte GTP em cGMP. O cGMP ativa quinases 

como a AMPKa1. A AMPKa1 ativada sinaliza para a ativação de PGC-1a através de 

mecanismos não genômicos que envolvem a fosforilação e/ou a translocação nuclear desta 

proteína. Além disso, a AMPKa1 ativada ainda é capaz de aumentar a produção de NO, 



99 
 

pois é responsável por aumentar a atividade da NOS num mecanismo de feedback positivo 

(LIRA et al., 2010; MC CONELL et al., 2010). 

É provável que no músculo esquelético, a nNOS seja a isoforma de NOS 

responsável pela sinalização para proliferação mitocondrial. A nNOS é a isoforma mais 

abundantemente expressa em músculo esquelético; e localiza-se na região subsarcolêmica 

da fibra muscular ligada à distrofina através de sintrofinas (GROZDANOVIC, 2001). 

Assim, a nNOS está localizada na periferia das fibras de forma contínua, com acúmulo 

apenas nas regiões de placa motora, onde sua concentração é maior (GROZDANOVIC, 

2001). No cérebro de camundongo em condições normais, a proliferação mitocondrial 

basal é induzida pelo NO produzido pela eNOS (GUTSAEVA et al., 2008). No entanto, 

quando o animal é submetido a condições de hipóxia, há um aumento da biogênese 

mitocondrial como mecanismo responsável pela proteção celular. Este aumento é induzido 

pelo NO gerado pela ação da nNOS (GUTSAEVA et al., 2008). Nos trabalhos de Ohkoshi 

et al. (1997) e Tengan et al. (2007), a marcação imuno-histoquímica subsarcolêmica 

encontrada nas fibras com proliferação mitocondrial também foi atribuída a nNOS.  

Recentemente foram relatados resultados consistentes da evolução de pacientes 

com MELAS após o tratamento com o aminoácido precursor do NO, a L-arginina (KOGA 

et al., 2006; KUBOTA et al., 2004). Estes pacientes apresentam episódios do tipo acidente 

vascular cerebral (AVC) devido à diminuição na capacidade de vasodilatação dos 

pequenos vasos arteriais cerebrais. O mecanismo patogênico envolvido nesta diminuição 

ainda não está completamente esclarecido, no entanto, acredita-se que seja resultado de 

uma falha transitória no processo de fosforilação oxidativa cerebral (KOGA et al., 2006).  

Nestes estudos a terapia com L-arginina durante a fase aguda dos episódios do tipo 

AVC é capaz de diminuir rapidamente a severidade dos sintomas, melhorar a 

microcirculação cerebral, reduzir a lesão tecidual devido à isquemia, reduzir a freqüência e 

a gravidade dos episódios do tipo AVC, e também reduzir os níveis de lactato (KOGA et 

al., 2006; KUBOTA et al., 2004). O NO pode estar atuando de forma positiva nesta doença 

tanto através de sua ação vasodilatadora, mas também induzindo a proliferação 

mitocondrial, contribuindo para a melhora na capacidade residual da cadeia respiratória.  

Apesar dos bons resultados encontrados na terapia com L-arginina para MELAS ainda há 

necessidade de se verificar a segurança deste tratamento estendendo o estudo para um 

número maior de pacientes (KUBOTA et al., 2004)  

No presente estudo, vimos que na região sarcoplasmática, o NO está aumentado nas 

fibras com proliferação mitocondrial e com atividade da COX total ou parcialmente 
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preservada. Por outro lado, não há alteração na produção de NO nas fibras com 

proliferação mitocondrial e atividade da COX reduzida, havendo uma menor produção nas 

fibras com baixa proliferação e atividade da COX reduzida. Estes resultados sugerem que, 

nesta região, a atividade da NOS está relacionada com os dois fatores juntos: proliferação e 

função mitocondrial.  

O NO também é responsável pela inibição reversível da COX (TAYLOR; 

MONCADA, 2010), assim, o aumento de sua síntese não parece ser benéfico em fibras 

com deficiência completa da COX. Caso haja alguma atividade residual da COX, esta seria 

inibida pelo NO. Além disso, viu-se que em músculo de pacientes com encefalomiopatias, 

as fibras musculares com deficiência total da COX apresentam um aumento da expressão 

de enzimas antioxidantes (superóxido dismutase e glutationa peroxidase) e que coincide 

com a marcação apoptótica (DI GIOVANNI et al., 2001). Provavelmente, nestas fibras a 

deficiência na atividade da COX resulta no aumento da produção de radicais superóxido na 

cadeia respiratória que induz o aumento das defesas antioxidantes (DI GIOVANNI et al., 

2001). Assim, o aumento do NO nestas fibras seria muito prejudicial, pois esta molécula é 

capaz de reagir com o superóxido resultando na formação de peroxinitrito, extremamente 

tóxico para a célula.  

Alguns estudos já mostraram que a eNOS está ligada a membrana mitocondrial 

externa em neurônios e células endoteliais (GAO et al., 2004; HENRICH et al., 2002). A 

co-localização da eNOS com as mitocôndrias em músculo esquelético humano (OHKOSHI 

et al., 1997; PUNKT, 2006) indica que esta enzima poderia influenciar a mitocôndria 

regulando a sua função, e do mesmo modo, a mitocôndria poderia controlar a atividade 

desta enzima (NISOLI; CARRUBA, 2006). Há ainda a hipótese da existência de uma 

quarta isoforma de NOS, a NOS mitocondrial (mtNOS). A mtNOS foi identificada como 

uma proteína constitutiva da membrana mitocondrial interna que gera NO em uma reação 

dependente de cálcio (GHAFOURIFAR; CADENAS, 2005). No entanto, sua existência é 

questionável, pois não foi detectada atividade da NOS em mitocôndrias isoladas de cérebro 

de camundongo (LACZA et al., 2004) ou em mitocôndrias ultrapurificadas de fígado de 

rato (VENKATAKRISHNAN et al., 2009). Isto abre a possibilidade de que nos outros 

estudos possa ter ocorrido contaminação da fração mitocondrial com as NOS citosólicas. 

Em nosso estudo vimos uma relação entre a atividade da NOS e a função mitocondrial; é 

possível que o NO produzido nesta região possa ser proveniente da eNOS ou desta  

isoforma de mtNOS, cuja existência precisa ser confirmada. 
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As alterações compartimentalizadas da atividade da NOS no sarcolema e no 

sarcoplasma, identificadas neste estudo, provavelmente ocorrem devido às diferentes 

propriedades do NO em atuar tanto na biogênese mitocondrial (LIRA et al., 2010; MC 

CONELL et al., 2010; NISOLI et al., 2003 e 2004; OHKOSHI et al., 1997; TENGAN et 

al., 2007; WADLEY; MC CONELL et al., 2006), quanto na inibição reversível da COX 

(TAYLOR; MONCADA, 2010) e na formação de radicais livres (RUIZ et al, 2011). 

Paradoxalmente ao aumento do conteúdo mitocondrial observado nos miotubos 

tratados com SNAP e L-arginina, vimos uma redução das atividades dos complexos 

respiratórios mitocondriais II e IV. É possível que estes tratamentos resultem em 

toxicidade celular, o que é corroborado pela redução do conteúdo total de proteína celular 

após os tratamentos com as concentrações maiores de SNAP (100 e 300 mM).  

A diminuição da função mitocondrial vista nestes tratamentos pode ter ocorrido 

pelo fato do SNAP e da L-arginina serem administrados de forma aguda, em um curto 

intervalo de tempo e em concentrações altas. O NO atua nos sistemas fisiológicos através 

da ativação de cGMP e inibição reversível da COX em concentrações nanomolares (RUIZ 

et al., 2011). A sGC também responde a concentrações nanomolares de NO, com ativação 

máxima entre 1-100 nM (FRIEBE; KOESLING, 2003). O tratamento com SNAP 100 mM 

resulta em uma concentração de 285 nM de NO no meio (HIROTA et al., 2001). Em nosso 

trabalho as concentrações que geram mais de 100 nM de NO no meio de cultura (100 mM e 

300 mM) induziram a proliferação mitocondrial mas ao mesmo tempo reduziram a função 

dos complexos II e IV. Concentrações menores de SNAP (10 mM e 30 mM) não 

modificaram o conteúdo mitocondrial e a quantidade de proteínas; no entanto, também 

levaram a diminuição da atividade do complexo II.  

Já foi descrito que concentrações altas de NO podem causar o estresse nitrosativo, 

ou seja, a nitrosilação ou oxidação de proteínas com a consequente perda da sua função e 

danos aos lipídeos e ácidos nucléicos (STAMLER; MEISSNER, 2001). O peroxinitrito 

gerado pelo excesso de NO também é capaz de danificar os complexos mitocondriais I, II e 

IV (BROWN, 1999). Possivelmente, em nosso estudo, os tratamentos dos miotubos com 

SNAP e L-arginina resultaram na diminuição da atividade dos complexos respiratórios II e 

IV devido ao aumento do estresse nitrosativo.  

Os trabalhos anteriores em linhagens celulares tratadas com doadores de NO 

(SNAP e DETA-NO) mostraram o aumento do conteúdo mitocondrial, determinado 

através do aumento da quantidade de mtDNA, da expressão de proteínas mitocondriais 
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(COX I, COX IV e citrocromo c), e do mRNA de fatores ligados à biogênese mitocondrial 

(PGC-1a, NRF-1 e TFAM) (NISOLI et al., 2003 e 2004; MC CONELL et al., 2010). No 

entanto, não há relatos da pesquisa da função mitocondrial nestas células através da análise 

da atividade de enzimas da cadeia respiratória como a descrita em nosso trabalho. 

Nisoli et al. (2004) investigaram a função mitocondrial nas células tratadas com o 

análogo de cGMP 8Br-cGMP e com o ativador da sGC BAY 41-2272, mas não naquelas 

tratadas com doadores de NO. As células tratadas com 8Br-cGMP e com BAY 41-2272 

apresentaram aumento de função mitocondrial, determinado pelo aumento do consumo de 

oxigênio e da síntese de ATP. 

Lira et al. (2010) e Mc Conell et al. (2010) também não investigaram a função das 

enzimas da cadeia respiratória em seus trabalhos. No entanto, os autores observaram o 

aumento da atividade da enzima do ciclo do ácido cítrico, citrato sintase, em linhagem 

miogênica L6 tratada com SNAP. No trabalho de Mc Conell et al. (2010), os miotubos 

foram tratados por 5 horas com SNAP 100mM durante 5 dias, enquanto que no estudo de 

Lira et al. (2010), os miotubos foram tratados com SNAP 25mM por 48 horas.  

O tratamento com L-NMMA levou à redução do conteúdo mitocondrial e ao 

aumento da atividade da COX. Isto pode ser explicado pela menor disponibilidade de NO, 

reduzindo o estímulo para proliferação mitocondrial e também para a inibição reversível da 

COX.  

A análise de outros dois pacientes com mutações nos complexos I e II da cadeia 

respiratória mostrou que estas mutações não alteram a atividade da NOS, já que neles a 

atividade desta enzima seguiu o mesmo padrão do grupo anteriormente analisado, isto é, 

esta normalmente preservada nas fibras normais e aumentada no sarcolema e sarcoplasma 

nas fibras com proliferação mitocondrial e atividade da COX normal.  

Nas Doenças Mitocondriais o mau funcionamento da cadeia respiratória e 

conseqüente déficit energético constituem a causa de sintomas típicos destas doenças 

como: a fraqueza muscular e a intolerância ao exercício. No entanto, outros sintomas 

comuns, como a perda muscular, o envelhecimento prematuro e processos 

neurodegenerativos não têm sua patogênese completamente esclarecida (LIU et al., 2004). 

Nos pacientes com fraqueza muscular progressiva não há alterações morfológicas 

específicas (como necrose, infiltrados inflamatórios ou atrofia da fibra) que poderiam 

explicar a perda muscular, assim estabeleceu-se a hipótese de perda progressiva de fibras 

por apoptose (AURÉ et al., 2006).  
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Além disso, fatores mitocondriais que podem desencadear o evento apoptótico, 

como aumento da exposição a ROS e queda na capacidade energética estão associados 

também às miopatias mitocondriais. Isto conduziu vários grupos de pesquisa ao estudo da 

apoptose tanto em células cíbridas que apresentam mutações no mtDNA (DANIELSON et 

al., 2002; GHELLI et al., 2003; LIU et al., 2004 e SCHOELER et al., 2005), quanto em 

biópsias de pacientes com Doenças Mitocondriais (AURÉ et al., 2006; DI GIOVANI et al., 

2001; FAGIOLARI et al., 2002; IKEZOE et al., 2002; MIRABELLA et al., 2000; 

SCIACCO et al., 2001; UMAKI et al., 2002). 

Estudos anteriores mostraram que células cíbridas contendo as mutações pontuais 

no mtDNA causadoras da neuropatia óptica hereditária de Leber (LHON) são mais 

suscetíveis a apoptose do que as células 143B (sem mutação) quando submetidas a 

determinados estímulos. Estas células foram cultivadas em meio de maior exigência da 

fosforilação oxidativa (sem glicose e com galactose), que levou a um estresse metabólico 

resultando na liberação de citocromo c e aumento de apoptose, identificada pela 

fragmentação do DNA nuclear (GHELLI et al., 2003). Estas cíbridas também ficaram mais 

suscetíveis a morte por apoptose após o estímulo da proteína pró-apoptótica Fas com 

anticorpo anti receptor Fas (DANIELSON et al., 2002).  

Outros estudos também identificaram maior suscetibilidade de células cíbridas com 

deleções no mtDNA (LIU et al., 2004; SCHOELER et al., 2005) ou com as mutações 

pontuais causadoras de MELAS (A3243G)  e MERRF (A8344G) (LIU et al., 2004) 

quando submetidas à radiação UV, à estaurosporinas (LIU et al., 2004) ou à ativação do 

receptor de morte celular, TRAIL (SCHOELER et al., 2005). 

Em nosso estudo, a investigação de apoptose em células cíbridas com mutações no 

mtDNA mostrou um aumento de 7 a 11% de núcleos apoptóticos nas células com a 

deleção de 7,5kb em comparação com as células sem mutação (143B). E as células com 

mutações pontuais (A3243G e A8344G) não apresentaram aumento de núcleos 

apoptóticos. Além disso, não houve diferença entre as células cultivadas em meio com 

glicose, na presença ou ausência de uridina, e sem glicose e com galactose. As células 

foram analisadas após 24 horas de cultivo nos três tipos de meio, portanto, durante a fase 

em que possuem a mesma viabilidade celular. Nesta fase o discreto aumento de núcleos 

apoptóticos nas células cíbridas que continham deleção já indica uma tendência destas 

células a morte por apoptose mesmo nos meios de menor exigência da fosforilação 

oxidativa.  
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No estudo de Liu et al. (2004) o tratamento das células com radiação UV e 

estaurosporina mostrou uma atividade da proteína pró-apoptótica, caspase 3, maior nas 

cíbridas com a deleção de 4,9 kb do que naquelas com as mutações pontuais A3243G e 

A8344G. Este resultado combinado com o de nosso estudo está de acordo com 

observações clínicas de que proporções menores de deleções de larga escala no mtDNA 

são suficientes para causar Doenças Mitocondriais, enquanto que para a manifestação 

destas doenças são necessários níveis mais altos de mutações pontuais no mtDNA (LIU et 

al., 2004).  

Em nosso estudo, após 24 horas de cultivo nos três tipos de meios de cultura, não 

identificamos aumento de apoptose nas células cíbridas com mutações pontuais no 

mtDNA. No estudo de Ghelli et al. (2003), células com as mutações para LHON 

(3460/ND1 e 14484/ND6) apresentaram fragmentação do DNA nuclear após 24 horas de 

incubação em meio com galactose. No entanto, as outras duas linhagens com a mutação 

(11778/ND4) só apresentaram fragmentação do DNA após 48horas. Portanto, em nosso 

estudo, talvez fosse necessário a manutenção das células com mutação pontual durante um 

tempo maior em meio de cultura para observarmos o aumento de apoptose. 

Os tratamentos realizados nos estudos de Danielson et al. (2002), Ghelli et al. 

(2003), Liu et al. (2004) e Schoeler et al. (2005) (meios restritivos, estaurosporina, 

radiação UV e indução de Fas e TRAIL) não reproduzem o estímulo apoptótico real que 

pode ocorrer no microambiente celular de pacientes portadores de Doenças Mitocondriais. 

No entanto, esses estudos sugerem que as mutações no mtDNA que causam distúrbios na 

fosforilação oxidativa podem deixar a célula mais sensível ao estímulo apoptótico do que 

aquelas sem mutações (SCHOELER et al., 2005).  

Estudos em biópsia de músculo de pacientes com encefalomiopatia mitocondrial de 

origem molecular diversa mostraram um aumento da susceptibilidade a apoptose nas fibras 

musculares (AURÉ et al., 2006; DI GIOVANI et al., 2001; MIRABELLA et al., 2000; 

UMAKI et al., 2002). A proporção de fibras apoptóticas foi correlacionada com a 

severidade da doença, ocorrendo preferencialmente naquelas com deficiência total da 

COX, independente do nível de proliferação mitocondrial e com mais de 40% do genoma 

mitocondrial mutado (MIRABELA et al., 2000). Em outro estudo, a apoptose mostrou-se 

localizada, principalmente em fibras com deficiência total da COX e pronunciada 

proliferação mitocondrial (UMAKI et al., 2002). Um terceiro estudo mostrou que a 

apoptose estava presente em fibras com proliferação mitocondrial aumentada com ou sem 

deficiência da COX (AURÉ et al., 2006).  



105 
 

No presente trabalho, também analisamos a presença de núcleos apoptóticos em 

biópsias de músculo de pacientes com doença mitocondrial. Fizemos esta análise em um 

grande número de pacientes (26) e de origem molecular diversa. Apenas os pacientes com 

deleções apresentaram um pequeno, porém significativo, aumento de núcleos apoptóticos 

(0,4% ±0,4); e as fibras apoptóticas encontradas não eram predominantemente alteradas do 

ponto de vista mitocondrial (presença de proliferação mitocondrial e/ou deficiência da 

COX).  

Estudos de outros laboratórios também não detectaram aumento de apoptose nas 

biópsias de músculo de pacientes com doença mitocondrial (SCIACCO et al., 2001; 

FAGIOLARI et al., 2002; IKEZOE et al., 2002). Fagiolari e Ikezoe não identificaram 

alterações da fragmentação do DNA nuclear (TUNEL), e da expressão de proteínas pró 

(Fas, Bax, caspase) e anti apoptóticas (Bcl-2). A análise microscópica ultra-estrutural 

também não identificou mudanças morfológicas características de células apoptóticas 

(condensação, marginalização e fragmentação da cromatina). Sciacco et al. (2001) 

detectaram o aumento da expressão de proteínas pró apoptóticas (Bax, citocromo c 

citosólico, Apaf-1 e caspase 3 ativada) nas fibras com proliferação mitocondrial. No 

entanto, a expressão da proteína inibidora de apoptose (XIAP) também estava aumentada, 

e a proporção de fibras com fragmentação no DNA nuclear (TUNEL) foi muito baixa 

(0,15%). Assim, os autores sugeriram a existência de eventos apoptóticos iniciais nas 

fibras afetadas de pacientes com miopatia mitocondrial, no entanto, a execução e a 

finalização destes eventos raramente se completam, visto pelo baixo número de fibras 

TUNEL positivas ou com características apoptóticas ultra-estruturais. Os autores sugerem 

ainda que o aumento da expressão da proteína anti apoptótica XIAP pode ser responsável 

por esse bloqueio no término da reação apoptótica. 

Portanto, os resultados dos estudos que investigaram o papel patogênico da 

apoptose nas miopatias mitocondriais são controversos. Há evidencias a favor (AURÉ et 

al., 2006; DI GIOVANI et al., 2001; MIRABELLA et al., 2000; UMAKI et al., 2002) e 

contra (FAGIOLARI et al., 2002; IKEZOE et al., 2002; SCIACCO et al., 2001). Isto pode 

ocorrer devido às diferenças entre a porcentagem do genoma mitocondrial mutado presente 

nas biópsias. O estudo de Mirabela et al. (2000) mostra que em pacientes com deleções 

simples no mtDNA é necessário uma porcentagem de mutação maior do que 40% para 

haver um aumento de fibras apoptóticas. Para as mutações de ponto é necessário mais do 

que 70% de mutação para haver aumento de apoptose. No entanto, na maioria deles (DI 

GIOVANI et al., 2001; FAGIOLARI et al., 2002; IKEZOE et al., 2002; MIRABELLA et 
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al., 2000; SCIACCO et al., 2001), incluindo aqueles que encontraram pronunciada 

apoptose (DI GIOVANI et al., 2001; MIRABELLA et al., 2000), e em nossa própria 

investigação, não houve correlação entre apoptose e as fibras com proliferação 

mitocondrial.  

Assim, parece que o estímulo para o aumento do número de mitocôndrias nas fibras 

com proliferação mitocondrial não é indutor de apoptose, já que não há aumento do evento 

apoptótico nestas fibras observado pela maioria dos estudos. Vimos em nosso trabalho que 

possivelmente o aumento da atividade da NOS na região sarcolemal seja o estímulo 

responsável pelo aumento da biogênese mitocondrial. Portanto, investigamos a atividade 

da NOS nas fibras apoptóticas encontradas, e observamos um discreto aumento das 

atividades da NOS no sarcolema (15%) e sarcoplasma (18%) nas fibras apoptóticas (38 

fibras). No entanto, a maioria das fibras avaliadas (914 fibras) com aumento da 

proliferação mitocondrial e da atividade da NOS no sarcolema não apresentou núcleos 

apoptóticos. Além disso, não houve correlação entre apoptose e proliferação mitocondrial. 

Isto indica que na maioria das fibras a sinalização pelo NO induz o aumento do conteúdo 

mitocondrial sem induzir a morte celular por apoptose.   

Em resumo, nossos dados sugerem o envolvimento do NO tanto em processos 

fisiológicos, como a biogênese mitocondrial e inibição reversível da COX, quanto em 

processos tóxicos como a redução das atividades dos complexos II e IV. Além disso, a 

análise da apoptose em biópsias musculares e em células cíbridas contendo mutações no 

mtDNA mostrou que, apesar da apoptose observada nas células cíbridas com deleções no 

mtDNA, este evento não é tão robusto no músculo esquelético de pacientes com Doenças 

Mitocondriais, a ponto de resultar na perda de muitas fibras. Além disso, apesar do 

aumento na produção de NO nas poucas fibras apoptóticas encontradas, a grande maioria 

de fibras com proliferação mitocondrial e aumento da atividade da NOS no sarcolema não 

apresentou apoptose. Nossos dados somados aos da literatura contribuem para o melhor 

entendimento da relação do NO com a biogênese e função mitocondrial e do envolvimento 

do processo apoptótico neste contexto. A investigação destas relações é importante já que 

muitos estudos têm considerado a possibilidade do uso da indução da proliferação 

mitocondrial através do NO como estratégia terapêutica para Doenças Mitocondriais em 

que há deficiência mitocondrial e déficit energético (LIRA et al., 2010; NISOLI; 

CARRUBA, 2006, WENZ et al., 2009). Além disso, há estudos nos quais a L-arginina foi 

utilizada no processo terapêutico de MELAS (KOGA et al., 2006; KUBOTA et al., 2004). 
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Considerando o NO uma molécula sinalizadora, cujo papel fisiológico ou tóxico 

depende da concentração (RUIZ et al., 2011; WENZ, 2009), a sua utilização na indução da 

proliferação mitocondrial deve ser feita de forma bem regulada para atingir os efeitos 

benéficos sem gerar disfunção maior devido às suas propriedades danosas. 
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Nossos resultados sugerem que o NO está relacionado com a proliferação de 

mitocôndrias nas fibras de pacientes com Doenças Mitocondriais. No sarcolema destas  

fibras, identificamos uma correlação positiva entre a maior atividade da NOS e a 

proliferação mitocondrial. No sarcoplasma, a atividade da NOS estava relacionada não só 

com a proliferação, mas também com a função mitocondrial.  

O tratamento de miotubos com sustâncias que aumentam (SNAP e L-arginina) ou 

diminuem (L-NMMA) a disponibilidade de NO confirmou que o aumento do NO leva a 

um aumento do conteúdo mitocondrial e a sua diminuição causa o efeito oposto, 

diminuindo o conteúdo de mitocôndrias. No entanto, observamos que o aumento da 

disponibilidade de NO para a célula deve ocorrer de maneira regulada para não resultar em 

efeito tóxico, já que os tratamentos dos miotubos com SNAP e L-arginina, apesar de 

aumentarem o conteúdo mitocondrial, resultaram na diminuição das atividades dos 

complexos II e IV. 

O aumento da atividade da COX (subunidade do complexo IV), observado após o 

tratamento de miotubos com L-NMMA, confirma o efeito inibitório do NO sobre a COX 

(enzima do complexo IV). Por outro lado, observamos uma menor atividade da NOS em 

fibras musculares de pacientes com deficiência completa da COX, o que sugere um efeito 

autorregulatório diante de uma atividade já reduzida do complexo IV.  

Em nosso estudo, não observamos uma maior frequência de apoptose na maioria 

das biópsias musculares e células cíbridas com deficiência mitocondrial, o que indica que 

nestes pacientes e células, a apoptose não é um evento tão robusto que possa influenciar na 

perda de muitas fibras ou células. Além disso, encontramos um pequeno aumento da 

atividade da NOS nas poucas fibras apoptóticas encontradas, no entanto, a grande maioria 

das fibras com proliferação mitocondrial e aumento da atividade da NOS não apresentou 

núcleos apoptóticos, sugerindo mais uma vez que o aumento do NO nestas fibras ocorre de 

maneira muito bem regulada para que haja aumento do conteúdo mitocondrial sem 

prejudicar a função desta organela o que poderia resultar na morte celular por apoptose.  
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Apêndice-Análise quantitativa das atividades de SDH, COX, NOS no sarcoplasma e no 
sarcolema nas fibras alteradas e normais dos tipos I e II.  

                     Atividade Enzimática (%)    
                Tipo I               Tipo II  

Histoquímica Tipo de Fibra Média±D.P. N Média±D.P. N 
SDH Normal 100,0±15,8 467 100,0±23,6 420 

 Baixa Prol./COX- 127,2±24,33(1) 170 110,4±36,3(1) 195 
 RRF 234,9±72,35(2) 402 311,8±120,1(2) 180 

COX Normal 100,0±18,9 467 100,0±33,3 420 
 RRF/COX+ 139,2±49,7(2) 119 244,8±124,7(2) 62 
 RRF/DEF COX 61,0±21,4(1) 24 43,5±12,2(1) 15 

 RRF/COX- e 
Baixa Prol./COX- 10,4±8,3(2) 429 12,6±9,2(2) 297 

NOS no  Normal 100,0±24,8 467 100,0±45,0 420 
Sarcoplasma(A)  RRF/COX+ 183,5±126,2(1) 119 365,3±398,2(1) 62 

 RRF/DEF COX 260,7±171,0(1) 24 188,8±149,4 15 
 RRF/COX- 113,5±83,7 259 141,0±148,1 102 
 Baixa Prol./COX- 61,6±44,3(1) 170 55,13±41,9(1) 195 

NOS no  Normal 100,0±19,3 467 100,0±20,6 420 
Sarcolema(A) RRF/COX+ 163,8±45,9(2) 119 143,7±52,1(1) 62 

 RRF/DEF COX 185,5±54,7(2) 24 147,5±54,8(1) 15 
 RRF/COX- 147,9±38,8(2) 259 148,6±45,1(2) 102 
 Baixa Prol./COX- 129,3±32,8(1) 170 131,7±43,9(1) 195 

NOS no  Normal 100,0±45,0 420 100,0±45,0 420 

Sarcoplasma(B) 
Deleções no 

mtDNA 83,5±79,5(1) 312 83,5±79,5(1) 312 

 
Mutação no 

tRNAleu 417,1±412,8(1) 58 419,6±416,0(1) 57 

 INS 4370A  97,45±54,2 6 142,7±68,0 6 
NOS no  Normal 100,0±20,6 420 100,0±20,6 420 

Sarcolema(B) 
Deleções no 

mtDNA 138,2±45,8(1) 312 138,2±45,8(1) 312 

 Mutação no 
tRNAleu 144,3±51,7(1) 58 143,8±52,0(1) 57 

 INS 4370A   0 120,2±33,7 12 
Valores expressos em média ± desvio padrão (D.P.) da média. Número de fibras analisadas (N).  
Para histoquímica da SDH: (1) indica diferença significante em relação às fibras normais, e (2) em 
relação às fibras normais e às fibras Baixa Prol./COX-.  
Para histoquímica da COX: (1) indica diferença significante em relação às fibras normais; e (2) 
em relação às fibras normais e às fibras RRF/DEF COX. 
Para a histoquímica da NOS no Sarcoplasma(A): (1) indica diferença significante em relação às 
fibras normais. 
Para a histoquímica da NOS no Sarcolema(A): (1) indica diferença significante em relação às 
fibras normais, e (2) em relação às fibras normais e às fibras Baixa Prol./COX-. 
Para a histoquímica da NOS no Sarcoplasma(B): (1) indica diferença significante em relação às 
fibras normais. 
Para a histoquímica da NOS no Sarcolema(B): (1) indica diferença significante em relação às 
fibras normais. Teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn, p<0,05. 
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ANEXO 1-Permissão de uso da figura 1. 

 
 
 
ANEXO 2-Permissão de uso da figura 2. 
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ANEXO 3-Permissão de uso da figura 3. 
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ANEXO 4-Permissão de uso da figura 5. 
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ANEXO 5-Permissão de uso da figura 7. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



125 
 

ANEXO 6-Aprovação do Comitê de Ética Institucional. 
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