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RESUMO - Foi determinada a atividade das enzimas NADH desidiogenase, NADH citocromo e redutase, 
succinato desidiogenase, succinato citocromo e redutase, citocromo e oxidase e citrato sintase em mitocôndrias 
de músculo esquelético humano normal e doente (suspeito de miopatia mitocondrial). O grupo controle foi 
constituído de 13 indivíduos normais e que não faziam uso contínuo de fárrnacos. O grupo doente era constituído 
de 10 pacientes cujo diagnóstico anatomopatológico indicava suspeita de miopatia mitocondrial. Observou-se 
redução na atividade das enzimas em todos os pacientes: 7 com anormalidades em todas as enzimas ensaiadas; 
2 com deficiências em todas as enzimas exceto na citocromo e oxidase; e 1 paciente com disfunção apenas na 
atividade da succinato desidiogenase e succinato citocromo e redutase. Este perfil possibilitou caracterizar 
múltiplas deficiências ou deficiência combinada da cadeia respiratória, além da disfunção na citrato sintase em 
9 pacientes. Um dos casos constituiu exceção, sendo a deficiência enzimática restrita ao complexo II. Foi 
possível concluir que a metodologia usada é adequada e facilmente aplicável aos objetivos clínicos. Os resultados 
obtidos possibilitam a caracterização dos complexos enzimáticos mitocondriais deficientes, mostrando que tais 
enfermidades são originadas de disfunção no metabolismo energético. 
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Characterization of mitochondrial myopathies through the evaluation of the enzymatic activities involved 
in the energetic metabolism 

ABSTRACT- The activities of the enzymes NADH dehydrogenase, NADH cytochrome e reductase, succinate 
dehydrogenase, succinate cytochrome e reductase, cytochrome e oxidase and citrate synthase in normal and 
sick human skeletal muscle mitochondria were determined. A control group was formed by 13 normal people 
and without using continuous medication. The patient group was formed by 10 people whose pathological 
diagnosis indicated suspicion of mitochondrial myopathy. A decrease in the activity of the enzymes in all 
patient was observed: 7 with abnormality in all the tested enzymes; 2 with deficiencies in all the enzymes except 
cytochrome e oxidase; and 1 with dysfunction only in the activities of succinate dehydrogenase and succinate 
cytochrome e reductase. The results indicate multiple or combined deficiencies in the respiratory chain, besides 
dysfunction of citrate synthase in 9 patients. In one exceptional case, the enzymatic deficiency was restricted to 
complex II. It is possible to conclude that the methodology used herein is adequate and easily applicable to 
clinical objectives, and that the results obtained allow characterization of the deficient mitochondrial enzymatic 
complexes, thus showing that the origin of the diseases is an energetic metabolic dysfunction. 
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As doenças mitocondriais têm sido reconhecidas por muitos anos, iniciando-se com o estudo 

pioneiro de Luft et a l . 1 2 em 1962, quando foi diagnosticado hipermetabolismo cm uma mulher, devido 

a deficiência no acoplamento oxidação-fosforilação, em mitocôndrias de músculo. Geralmente, pacientes 

com doenças mitocondriais exibem desordens nos tecidos com alta demanda acróbica, isto é, cérebro, 

músculo esquelético c coração. Os sintomas são variados, com os pacientes freqüentemente apresentando 

cardiopatias ou doenças generalizadas do músculo, fígado e/ou rins3. Defeitos na cadeia respiratória são 

reconhecidos como causas importantes das doenças mitocondriais. Deficiências múltiplas, bem c o m o 

as deficiências isoladas dos complexos I-IV têm sido descritas 4". A caracterização das miopatias 

mitocondriais por critérios morfológicos não é apropriada, por diversas razões 5 : 1) anormalidades 

morfológicas não dist inguem as diferentes miopatias mitocondriais; 2) anormalidades morfológicas 

das mitocôndrias não são restritas a s índromes resultantes de erros primários do metabol i smo 

mitocondrial; 3) alterações morfológicas mitocondriais são escassas em pacientes com erros definidos 

no metabolismo mitocondrial, tais como, deficiências da carnitina palmitoil-transferase ou deficiências 

da desidrogenase pirúvica. U m diagnóst ico mais preciso pode ser feito por análise bioquímica dos 

tecidos envolvidos. A determinação das atividades enzimáticas mitocondriais em músculo esquelético 

humano, obtido por biópsia, pode propiciar um método alternativo de diagnóstico, preciso e específ ico, 

além de permitir caracterizar os complexos enzimáticos deficientes. 

O presente estudo estabelece as atividades enzimáticas normais em um grupo controle c relata 

10 casos de pacientes cujos diagnósticos anatomopatológicos indicavam suspeitas de miopatias 

mitocondriais. Foram determinadas as atividades enzimáticas ligadas à cadeia respiratória: N A D H 

desidrogenase, N A D H citocromo c redutase, suecinato c i tocromo c redutasc, c i tocromo c oxidase , 

além das enzimas citrato sintase e suecinato desidrogenase, do c ic lo do ácido cítrico. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Obtenção de tecido muscular esquelético humano paia isolamento de mitocôndrias. Amostras de 

quadriceps e biceps (0,1 a 0,4 g), oriundas de pacientes de ortopedia e traumatologia (grupo controle) ou de 

suspeitos de miopatias mitocondriais, foram obtidas por biópsia, sob anestesia local, peridural ou raquideana. 

Imediatamente após a biópsia, a peça foi lavada com soro fisiológico gelado c rapidamente armazenada em 

nitrogênio líquido, no máximo até 7 dias após a coleta do material. A retirada de tecido muscular ocorreu 

imediatamente após a indução anestésica. O tempo decorrido, entre a retirada do tecido e o seu armazenamento, 

não ultrapassou 10 minutos. Tal procedimento visa evitar a degradação proteolítica das enzimas11-1''. A escolha 

do quadriceps ou biceps é justificada pelo fato de que, nestes músculos, há predominância de fibras do tipo I 

(aeróbicas) em relação às fibras do tipo II (anaeróbicas). Nenhum dos indivíduos (grupo controle ou doentes) 

estava usando qualquer tipo de medicação de uso prolongado e contínuo quando da intervenção cirúrgica. 

Isolamento de mitocôndrias de músculo esquelético humano. Mitocôndrias de músculo esquelético 

humano foram isoladas de acordo com o método descrito por Jung et a l . \ usando-se o meio de extração contendo: 

D-manitol 250,0 inM, HEPES 10,0 raM (pH 7,2), EGTA 1,0 mM e BSA 0,1%. O músculo (0,1 a 0,4g) foi 

descongelado em meio de extração gelado, finamente picado com bisturi e homogeneizado em homogeneizador 

van Potter. O homogeneizado foi então centrifugado a 490xg a 2°C por 10 minutos, a fim de eliminar os restos 

de células intactas, membranas e núcleos. O sedimento foi desprezado e o sobienadante foi centrifugado a 

9.480xg a 2°C durante 15 minutos. O sedimento obtido, constituído de mitocôndrias intactas, foi ressuspenso 

em meio de extração e armazenado em nitrogênio líquido. 

Obtenção de mitocôndrias rompidas de músculo esquelético humano. Mitocôndrias intactas foram 

congeladas em nitrogênio líquido por aproximadamente 3 horas, descongeladas rapidamente e recongeladas; 

esta operação foi repetida 3 vezes, em intervalos de 30 minutos, sendo finalmente conservadas em banho de 

gelo, durante a realização dos experimentos. 

Determinação das atividades enzimáticas envolvidas no metabolismo energético. As atividades enzimáticas 

foram determinadas em mitocôndrias rompidas utilizando-se espectrofotômetro Gilford modelo 252, acoplado a 

registrador. O volume final do meio de reação foi sempre de 1,0 ml, utilizando-se cubetas de vidro com 1,0 cm dc 

caminho óptico. A temperatura do sistema foi mantida em 28°C por banho-maria termostatizado. 



Citocromo c oxidase (EC 1.9.3.1) - A atividade foi determinada segundo o método descrito por Mason 

et a i . " . O sistema de reação continha: tampão fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 mM, ferrocitocromo c 

30,0 uM e aproximadamente 20,0 ug de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição de mitocôndria 

sendo a velocidade de oxidaçâo do ferrocitocromo c acompanhada em 550 nm. A atividade específica foi 

expressa em nanomoles de citocromo c oxidado por minuto por mg de proteína, utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar do citocromo c: E 5 5 0 red-ox= 19 . I0 3 M '. c m 1 . 

NADH citocromo c redutase (E.C. 1.6.99.3) - A atividade foi determinada segundo o método descrito 

por Somlo 2". O sistema de reação continha: tampão fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 mM, NADH 50,0 uM, 

ferricitocromo c 40,0 uM, NaCN 1,0 mM e aproximadamente 20,0 ug de proteína mitocondrial. A reação foi 

iniciada pela adição de mitocôndria sendo a velocidade de redução do ferricitocromo c acompanhada a 550 nm. 

A atividade específica foi expressa em nanomoles de citocromo c reduzido por mg de proteína, utilizando-se o 

coeficiente de extinção molar do citocromo c. 

NADH desidiogenase (E.C. 1.6.99.3) - A atividade foi determinada segundo o método descrito por 

Singer1". O sistema de reação continha: tampão fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 mM, NADH 150,0 uM, 

ferricianeto 600,0 uM, rotenona 10,0 mM e aproximadamente 20,0 ug de proteína mitocondrial. A reação foi 

iniciada pela adição de mitocôndria sendo a velocidade de redução do ferricianeto acompanhada a 420 nm. A 

atividade específica foi expressa em nanomoles de ferricianeto reduzido por minuto por mg de proteína, utilizando-

se o coeficiente de extinção molar do ferricianeto: E 4 2 ( ) red-ox= 1040 M '. c m 1 . 

Succinato citocromo c redutase (E.C. 1.3.99.1) - A atividade foi determinada segundo o método descrito 

por Somlo 2". O sistema de reação continha: tampão fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 mM, succinato de 

sódio 5,0 uM, NaCN 1,0 mM, rotenona 10,0 uM e aproximadamente 40,0 ug de proteína mitocondrial. A 

mistura foi incubada com succinato por 5 minutos a 28°C para pré-ativação da enzima, sendo a reação iniciada 

pela adição do ferricitocromo c 40,0 uM. A velocidade de redução do ferricitocromo c foi acompanhada a 550 

nm. A atividade específica foi expressa em nanomoles de citocromo c reduzido por minuto por mg de proteína, 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar do citocromo c. 

Citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) - A atividade foi determinada segundo o método descrito por Srerc 2 1 . O 

sistema de reação continha: ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) 100,0 uM, acetil CoA 300,0 uM e 

aproximadamente 20,0 ug de proteína mitocondrial. A absorção a 412 nm foi acompanhada por 3 minutos para 

medir a possível desacilação do acetil-CoA, sendo posteriormente a reação iniciada pela adição de 500,0 uM de 

oxaloacetato. A velocidade de formação dos grupos SH livres correpondente ao CoA-SH e sua complexação 

com o DTNB, gerando um íon mercaptídeo foi monitorada em 412 nm, onde o produto formado apresenta forte 

absorção. A atividade específica foi expressa em nanomoles de CoA-SH formado por minuto por mg de proteína, 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar do íon mercaptídeo: E 4 1 ,= 13,6 .10 3 M 1 . c m 1 . 

Succinato desidrof>enase (E.C. 1.3.99.1) - A atividade foi determinada segundo o método de Singer"1, 

utilizando-se 2,6 diclorofenolindofenol (DPIP) e fenazina metasulfato (PMS) como sistema aceptor de elétrons. 

O sistema de reação continha: tampão fosfato 50,0 mM (pH 7,4) , EDTA 2,0 mM, succinato de sódio 20,0 mM, 

NaCN 1,0 mM, rotenona 10,0 uM e aproximadamente 40,0 ug de proteína mitocondrial. A mistura foi incubada 

com succinato de sódio durante 5 minutos a 28 °C para pré-ativaçãq da enzima, sendo a reação iniciada pela 

adição de DPIP 60,0 uM e PMS 1,0 mM. A velocidade de redução do DPIP foi acompanhada em 600 nm. A 

atividade específica foi expressa em nanomoles de DPIP reduzido por minuto por mg de proteína, utilizando-se 

o coeficiente de extinção molar de DPIP reduzido: E f ) ( X 1= 19 .10 3 M '. c m 1 . 

Obtenção do ferrocitocromo c. Citocromo c bovino foi reduzido com ditionito de sódio e a solução 

aquosa filtrada em coluna Sephadex G-25, a fim de separar o ferrocitocromo c do excesso de ditionito 2 2. A 

concentração de citocromo c reduzido foi determinada espectrofotometricamente, utilizando-se o coeficiente 

de extinção molar 27,7 .10 3 M '. cnr 1 para a hemoprotcína reduzida. 

Determinação da concentração de proteínas As concentrações de proteínas das preparações mitocondriais 

foram determinadas pelo método descrito por Lowry et al.", utilizando-se a soroalbumina bovina como padrão. 

Análise estatística O parâmetro estatístico empregado na comparação das médias de atividades 

enzimáticas entre o grupo controle e doentes foi o teste t de Student, para dados não pareados, utilizando-se 

o nível de significância de 5%. 



RESULTADOS 

O grupo contro le foi const i tu ído de 13 indiv íduos (9 h o m e n s c 4 mulheres) que não 

apresentavam doenças musculares e com idade entre 11 e 50 anos. Tratava-se de pacientes de ortopedia 

e traumatologia, mais especif icamente com problemas de joelho (rompimento de l igamentos, luxação 

de patcla com entorse) e fratura exposta de fêmur. Nestes casos, em que o tratamento exigia intervenção 

cirúrgica c que o acesso permitia expos ição do quadriceps, foram feitas as biópsias. C o m relação ao 

grupo doente, foram analisados 10 casos (7 homens e 3 mulheres) com idade entre 4 c 5 0 anos, cujo 

diagnóstico anatomopatológico indicava suspeita de miopatia mitocondrial. 

O leste F, seguido do teste de Tukey, aplicado ao grupo controle, mostrou não haver diferença 

estatística a nível de 5% de significância nas diferentes atividades enzimáticas, cm função dos seguintes 

parâmetros: sexo, idade c origem do músculo esquelét ico avaliado (biceps ou quadriceps). 

O teste t de Student mostrou diferença estatística significativa (p< 0,05) , na comparação das 

médias das atividades enzimáticas determinadas entre o grupo controle e cada um dos pacientes. 

Nas Tabelas 1 a 6 constam as atividades enzimáticas do grupo controle e dos doentes. 

A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 1 a 6, pode-se analisar as características do 

metabolismo mitocondrial de cada paciente. 

Paciente EML. Apresenta diminuição da atividade das seguintes enzimas: NADH desidrogenase (54,7% 

do controle), NADH citocromo c redutase (43,8% do controle), suecinato desidrogenase (42,4% do controle), 

suecinato citocromo c redutase (31,2% do controle) e citrato sintase (44,5% do controle). A atividade da citocromo 

oxidase foi normal comparada ao grupo controle. Este perfil permite sugerir deficiências combinadas da cadeia 

respiratória, a nível dos complexos I e II, além de provável deficiência do complexo III. Por outro lado, a 

deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica possíveis anormalidades no metabolismo oxidativo a 

nível do ciclo do ácido cítiico. 





Paciente EST. Este paciente apresentou diminuição na atividade de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, descrito a seguir: NADH desidrogenase (74,7% 

do controle), NADH citocromo c redutase (72,8% do controle), suecinato desidrogenase (69,1% do controle), 

suecinato citocromo c redutase (60% do controle), citocromo c oxidase (61,6% do controle) e citrato sintase 

(49% do controle). Estes resultados sugerem múltiplas deficiências da cadeia respiratória, a nível dos complexos 

I, II e IV. No caso do complexo I, o grau de anormalidade foi relativamente baixo, quando comparado aos 

demais complexos enzimáticos afetados. Uma possível deficiência do complexo III não pode ser comprovada 

pelos resultados obtidos. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica provável 

anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente GFT. Este paciente apresentou diminuição na atividade de todas as enzimas ensaiadas, sendo 

o percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como mostrado a seguir: NADH desidrogenase 

(52% do controle) , NADH citocromo c redutase (27,8% do controle), suecinato citocromo c redutase (13,8% 

do controle), citocromo c oxidase (64,4% do controle) e citrato sintase (34,7% do controle). Os resultados 

sugerem deficiências combinadas da cadeia respiratória a nível dos complexos I, III e IV. A indicação de envolvimento 

do complexo III advém do fato que a atividade da NADH citocromo c redutase (complexos I + III) é significativamente 

menor que a atividade enzimática da NADH desidrogenase (parte do complexo I). A caracterização de possível 

disfunção a nível do complexo II, ficou prejudicada pelo fato da atividade da enzima suecinato desidrogenase 

(parte do complexo II) não ter sido determinada. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase 

indica provável anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente JAS. Este paciente apresentou diminuição na atividade de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como mostrado a seguir: NADH desidrogenase 

(27,2% do controle), NADH citocromo c redutase (40,8% do controle), suecinato desidrogenase (25,9% do 

controle), suecinato citocromo c redutase (15,8% do controle), citocromo c oxidase (20,5% do controle) e 

citrato sintase (24,1% do controle). Observa-se severa redução em todas as atividades enzimáticas, revelando 

sério comprometimento do metabolismo energético. E possível sugerir a existência de múltiplas deficiências na 

cadeia respiratória, a nível dos complexos I, II, e IV. A indicação de deficiência a nível do complexo III não pode 

ser comprovada pelos resultados obtidos. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica 

provável anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente JNN. O paciente apresentou diminuição na atividade das várias enzimas, sendo o percentual 

de atividade remanescente, comparado ao controle, conforme descrito a seguir: NADH desidrogenase (70% do 

controle), NADH citocromo c redutase (54,1% do controle), suecinato desidrogenase (54,5% do controle), 

suecinato citocromo c redutase (50% do controle) e citrato sintase (58,9% do controle). A atividade da enzima 

citocromo c oxidase (94,7% do controle) mostrou resultado normal. Este perfil permite sugerir deficiências 

combinadas da cadeia respiratória, a nível dos complexos I e II. A indicação de possível deficiência no complexo 

III não pode ser comprovada pelos resultados apresentados. Além disso, a deficiência na atividade da enzima 

citrato sintase indica provável anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. Deve-

se ressaltar também que a caracterização bioquímica deste paciente foi similar à obtida para o paciente EML, 

ambos apresentando deficiências em todas as enzimas ensaiadas, com exceção da citocromo c oxidase. 

Paciente JS. O paciente apresentou diminuição nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: NADH desidrogenase 

(21,1% do controle), NADH citocromo c redutase (9,3% do controle), suecinato desidrogenase (10 ,2% do 

controle), suecinato citocromo c redutase (15,9% do controle), citocromo c oxidase (15,3% do controle) e 

citrato sintase (26% do controle). A partir destes resultados, fica evidente o sério comprometimento da função 

mitocondrial neste paciente. Este perfil evidencia a possibilidade de múltiplas deficiências da cadeia respiratória, 

a nível dos complexos I, II, III e IV. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica 

provável anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente LOL. O paciente apresentou diminuição nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: NADH desidrogenase 



(40,8% do controle), NADH citocromo c redutase (34% do controle), suecinato desidrogenase (17,2% do controle), 

suecinato citocromo c redutase (24,6% do controle), citocromo c oxidase (53,8% do controle) e citrato sintase 

(25,7% do controle). Este perfil permite sugerir deficiências múltiplas na cadeia respiratória, a nível dos complexos 

I, II, III e IV. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica provável anormalidade no 

metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente PPN. A paciente apresentou diminuição nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: NADH desidrogenase 

(41,1 % do controle), NADH citocromo c redutase (28% do controle), suecinato desidrogenase (20,4% do controle), 

suecinato citocromo c redutase (16,6% do controle), citocromo c oxidase (56,3% do controle) e citrato sintase 

(37,1 % do controle). A partir de tais resultados, fica evidente o sério comprometimento da função mitocondrial 

neste paciente. Este perfil permite sugerir múltiplas deficiências na cadeia respiratória, a nível dos complexos I, 

II, III e IV. Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase indica provável anormalidade no 

metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente RF. O paciente apresentou diminuição nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o 

percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: NADH desidrogenase 

(71,5% do controle), NADH citocromo c redutase (48,2% do controle), suecinato desidrogenase (56,1% do 

controle), suecinato citocromo c redutase (35% do controle), citocromo c oxidase (73,1% do controle) e citrato 

sintase (52,7% do controle). Este perfil permite sugerir múltiplas deficiências da cadeia respiratória, a nível dos 

complexos I, II, III e IV. A indicação de provável envolvimento do complexo III advém do fato que a atividade 

da NADH citocromo c redutase (complexos I + III) é significativamente menor que a atividade enzimática da 

NADH desidrogenase (parte do complexo I). Além disso, a deficiência na atividade da enzima citrato sintase 

indica provável anormalidade no metabolismo oxidativo a nível do ciclo do ácido cítrico. 

Paciente ZS. A paciente apresentou diminuição nas atividades de apenas duas enzimas, sendo o percentual 

de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: suecinato desidrogenase (57,5% do 

controle) e suecinato citocromo c redutase (32,5% do controle). As atividades das demais enzimas investigadas, 

mostraram-se absolutamente normais. Este perfil permite caracterizar deficiência isolada na cadeia respiratória, 

a nível do complexo II. Dentre os 10 casos analisados este foi o único em que a disfunção mitocondrial manteve-

se restrita a apenas um complexo respiratório, no qual segundo a literatura1- 1 4 i r' anormalidades são menos 

freqüentes. 

DISCUSSÃO 

Alguns pesquisadores têm demonstrado especial preocupação c o m relação aos cuidados c 

critérios necessários na condução dos estudos bioquímicos sobre doenças mitocondriais . Estes 

inc luem: s e l e ç ã o de grupo controle apropriado, c o n d i ç õ e s ideais de real ização da biópsia e 

armazenamento da amostra coletada e emprego de metodo log ia adequada para i so lamento e 

determinação das respectivas atividades enzimáticas. Muitas vezes , a diversidade e a complexidade 

dos resultados bioquímicos encontrados para uma mesma síndrome clínica, devem-se às diferenças 

nas técnicas experimentais adotadas. 

Na se leção do grupo controle, foram observadas todas as recomendações citadas na literatura. 

É fundamental que a performance oxidativa das mitocôndrias dos doentes seja comparada com 

controles apropriados 1 7 . Por isso, indivíduos c o m padrão de atividade física semelhante, foram 

escolhidos para a compos ição do grupo controle, evitando-se sempre os esportistas. 

Os pré-requisitos necessários para que os indivíduos pudessem compor o grupo controle 

foram: 1) não serem portadores de patologia neuromuscular; 2) não estarem fazendo uso prolongado 

ou contínuo de fármacos; 3) as cirurgias para correção dos problemas ortopédicos ou de fraturas 

apresentados pelos pacientes fossem realizadas com anestesia de bloqueio parcial (local, peridural 

ou raquianestesia), compatíveis com o tipo de anestesia ex ig ido pelo estudo; 4) o acesso cirúrgico 



para correção do problema apresentado pelo paciente permitisse a exposição do quadriceps ou biceps, 

músculos padronizados para o presente estudo. 

Espcciricamente, c o m relação ao tipo de anestesia, Yorifugi et a l . 2 3 e Zheng et a l . 2 4 discutiram 

a inviabilidade da realização da biópsia muscular por anestesia geral em tais estudos, mostrando que 

as atividades enzimáticas cm mitocôndrias assim isoladas apresentam valores significativamente 

mais baixos c com grande dispersão, em comparação às atividades enzimáticas determinadas e m 

mitocôndrias de músculo obtidas por biópsia c o m anestesia de bloqueio parcial. 

Com relação ao isolamento c obtenção de mitocôndrias, levou-se em consideração que o 

músculo esquelét ico contém concentração relativamente alta de C a 2 + , o qual pode danificar a 

mitocôndria durante o i so lamento 1 0 . Para evitar o possível efeito deletério deste ion, a c o m p o s i ç ã o 

dos meios de extração e reação usados continham respectivamente, EGTA e EDTA, conhec idos 

quclantcs de cálcio e íons di valentes. 

As mitocôndrias foram rompidas por congelamento e descongelamento em um c ic lo de três 

vezes, conforme preconizado por vários autores 2 , 7 - 2 4 . Este tratamento é necessário, pois mitocôndrias 

intactas não são permeáveis a substratos c o m o o N A D H e outros aceitadores/doadores de elétrons 

utilizados nos ensaios espectrofotométricos. A l é m disso, este tratamento evita trauma mecânico à 

organela, que poderia interferir na atividade dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória. Em 

especial , o c o m p l e x o I tem sido considerado menos estável do que o complexo II 1 4 c altamente 

suscetível a mudanças físicas proporcionadas por stress mecânico 1 ". Quanto à enzima c i tocromo c 

oxidase , tem sido descrita c o m o a mais lábil dentre as enzimas da cadeia respiratória sendo o 

rompimento mecânico prejudicial à atividade do complexo 2 4 . De acordo com Singer et al. | I J , o erro mais 

comumente encontrado nos ensaios c o m a succinate desidrogenase c succinate citocromo c redutase é 

a falta de pre-ativação das enzimas com o próprio substrato (succinate). A pré-ativação é necessária 

para remover a presença de quantidades variáveis de oxaloacetato, um inibidor competitivo das enzimas. 

A investigação bioquímica realizada neste estudo, revelou-se adequada para o estabelecimento 

de diagnóst ico noso lóg i co preciso e faci lmente aplicável aos objet ivos c l ínicos . Os resultados 

possibilitam ainda a localização de deficiências enzimáticas específicas do metabolismo mitocondrial. 
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