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CAR’ACTERIZAGI\O DE MIOPATIAS MITOCONDRIAIS
ATRAVES DA AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
ENVOLVIDAS NO METABOLISMO ENERGETICO

FABIO CESAR PEDROSO*, ANNIBAL F. CAMPELLO",
LINEU CESAR WERNECK™*, MARIA LUCIA W. KLUPPEL".

RESUMO - Foi determinada a atividade das enzimas NADH desidrogenase, NADH citocromo ¢ redutase,
succinato desidrogenase, succinato citocromo ¢ redutase, citocromo ¢ oxidase e citrato sintasc em mitocdndrias
de masculo esquelético humano normal e doente (suspeito de miopatia mitocondrial). O grupo controle foi
constituido de 13 individuos normais e que ndo faziam uso continuo de farmacos. O grupo doente era constituido
dc 10 pacientes cujo diagndstico anatomopatolégico indicava suspeita de miopatia mitocondrial. Observou-se
redugdo na atividade das enzimas em todos os pacicntes: 7 com anormalidades em todas as enzimas ensaiadas;
2 com dcficiéncias em todas as enzimas exceto na citocromo c oxidase; e | paciente com disfungio apenas na
atividade da succinato desidrogenase e succinato citocromo ¢ redutase. Este perfil possibilitou caracterizar
miltiplas deficiéncias ou deficiéncia combinada da cadeia respiratéria, além da disfungdo na citrato sintasc em
9 pacientes. Um dos casos constituiu excegiio, sendo a deficiéncia enzimitica restrita ao complexo 1. Foi
possivel concluir que a metodologia usada € adequada e facilmente aplicdvel aos objetivos clinicos. Os resultados
obtidos possibilitam a caracterizagfio dos complexos enzimdticos mitocondriais deficientes, mostrando que tais
enfermidades siio originadas de disfung¢do no metabolismo encrgético.

PALAVRAS-CHAVE: mitocondria, misculo esquelético humano, miopatia mitocondrial, NADH
desidrogenase, NADH citocromo ¢ redutase, succinato desidrogenase. succinato citocromo ¢ redutase, citocromo
¢ oxidase, citrato sintase.

Characterization of mitochondrial myopathies through the evaluation of the enzymatic activitics invelved
in the cnergetic metabolism

ABSTRACT- The activities of the cnzymes NADH dchydrogenase, NADH cytochrome ¢ reductase, succinate
dehydrogenase, succinate cytochrome ¢ reductase, cytochrome ¢ 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 abnormatlity in all the tested enzymes; 2 with deficiencies in all the enzymes except
cytochrome ¢ oxidase; and | with dysfunction only in the activities of succinate dehydrogenase and succinate
cytochrome ¢ reductase. The results indicate multiple or combined deficiencics 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 discases is an energetic metabolic dysfunction.
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As doengas mitocondriais t€m sido reconhecidas por muitos anos, iniciando-se com o estudo
pioneiro de Luft ct al."* em 1962, quando foi diagnosticado hipermetabolismo em uma muther, devido
adeficiéncia no acoplamento oxidac¢do-fosforilagio, em mitocondrias de miisculo. Geralmente, pacicntcs
com doengas mitocondriais exibem dcsordens nos tecidos com alta demanda acrébica, isto ¢, cérebro,
musculo esquelético ¢ coragdo. Os sintomas séo variados, com os pacientes frequentemente apresentando
cardiopatias ou doengas generalizadas do miisculo, figado e/ou rins®. Defeitos na cadeia respiratdria sio
reconhecidos como causas importantes das doengas mitocondriais. Deficiéncias multiplas, bem como
as deficiéncias isoladas dos complexos I-1V t8m sido descritas*®. A caracterizagio das miopatias
mitocondriais por critérios morfolégicos ndo € apropriada, por diversas razdes®: 1) anormalidades
morfoldgicas nio distinguem as diferentes miopatias mitocondriais; 2) anormalidades morfolégicas
das mitocondrias ndo sdo restritas a sindromes resultantes de erros primarios do metabolismo
mitocondrial; 3) altera¢des morfoldgicas mitocondriais sdo escassas em pacientes com erros definidos
no metabolismo mitocondrial, tais como, deficiéncias da carnitina palmitoil-transferase ou deficiéncias
da desidrogenase pirdvica. Um diagndstico mais preciso pode ser feito por andlise bioquimica dos
tecidos cnvolvidos. A determinagfio das atividades enzimaticas mitocondriais em misculo esquelético
humano, obtido por bidpsia, pode propiciar um método alternativo de diagnéstico, preciso e especifico,
além de permitir caracterizar os complexos enziméticos deficientes.

O presente estudo estabelece as atividades enzimdticas normais em um grupo controlc ¢ relata
10 casos de pacientes cujos diagndsticos anatomopatoldgicos indicavam suspeitas dc miopatias
mitocondriais. Foram determinadas as atividades enzimdticas ligadas a cadeia respiratéria: NADH
desidrogenase, NADH citocromo ¢ redutase, succinato citocromo c redutase, citocromo ¢ oxidase,
além das enzimas citrato sintase ¢ succinato desidrogenasc, do ciclo do dcido citrico.

MATERIAIS E METODOS

Obtengdo de tecido muscular esquelético humano para isolamento de mitocdndrias. Amostras de
quadriceps ¢ 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 bidpsia. sob anestesia local, peridural ou raquideana.
Imediatamente apos a bidpsia, a peca foi lavada com soro fisioldgico gelado c rapidamente armazenada em
nitrogénio liquido, no miximo até 7 dias apds a coleta do material. A retirada de tecido muscular ocorreu
imediatamente apds a indugiio ancstésica. O tempo decorrido, entre a retirada do tecido e o seu armazenamento,
ndo ultrapassou 10 minutos. Tal procedimento visa evitar a degradagio proteolitica das enzimas™". A escolha
do quadriceps ou biceps € justificada pelo fato de que, nestes mdsculos, hd predomindncia de fibras do tipo |
(aerdbicas) em relagiio as fibras do tipo I (anaerdbicas). Nenhum dos individuos (grupo controle ou docntes)
estava usando qualquer tipo de medicagio de uso prolongado e continuo quando da intervengiio cirdrgica.

Isolamento de mitocondrias de nuisculo esquelético lmano. Mitocondrias de misculo esquelético
humano foram isoladas de acordo com o método descrito por Jung et al %, usando-se o meio de extragio contendo:
D-manitol 250,0 mM, HEPES 10,0 mM (pH 7,2), EGTA 1,0 mM e BSA 0,1%. O misculo (0,1 a 0,4g) foi
descongelado em meio de extragéio gelado, finamente picado com bisturi ¢ homogencizado em homogeneizador
van Potter. O homogeneizado foi entiio centrifugado a 490xg a 2°C por 10 minutos, a fim de eliminar os restos
de células intacias, membranas e nicleos. O sedimento foi desprezado ¢ o sobrenadanic foi centrifugado a
9.480xg a 2°C durante |5 minutos. O sedimento obtido, constituido de mitocondrias intactas, foi ressuspenso
em meio de extra¢do ¢ armazenado em nitrogénio liquido.

Obtengdo de mitocndrias rompidas de nuisculo esquelético hwmann. Mitocndrias intactas foram
congeladas em nitrogénio liquido por aproximadamente 3 horas, descongeladas rapidamente ¢ reccongeladas;
esta operagiio foi repetida 3 vezes, em intervalos de 30 minutos, sendo finalmente conservadas em banho de
gelo, durante a realizagiio dos experimentos.

Determina¢dn das atividades enzimdticas envolvidas no metabolisimo energético. As atividades enzimdticas
foram determinadas ¢cm mitocondrias rompidas utilizando-se espectrofotdmetro Gilford modelo 252, acoplado a
registrador. O volume final do meio de reagiio foi sempre de 1,0 ml, utilizando-se cubetas de vidro com 1,0 em de
caminho dptico. A temperatura do sistema foi mantida em 28°C por banho-maria termostatizado.
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Citocromo ¢ oxidase (EC 1.9.3.1) - A atividade foi determinada segundo o método descrito por Mason
et al.". O sistema de reagio continha: tampio fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 inM, ferrocitocromo ¢
30,0 uM e aproximadamente 20,0 ug de proteina mitocondtial. A reagéio foi iniciada pela adigio de mitocondria
sendo a velocidade de oxidagdo do ferrocitocromo ¢ acompanhada ecm 550 nm. A atividade especifica foi
expressa em nanomoles de citocromo c oxidado por minuto por mg de proteina, utilizando-se o coeficiente de
extingio molar do citocromo c: E_, red-ox= 19 . 10* M, cm".

NADH citocromo ¢ redutase (E.C. 1.6.99.3) - A atividade foi determinada segundo o método descrito
por Somlo*. O sistema de reagfio continha: tampio 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 pg de proteina mitocondrial. A reagiio foi
iniciada pela adigio de mitocdndria sendo a velocidade de redugao do ferricitocromo ¢ acompanhada a 550 nm.
A atividade especifica foi expressa em nanomoles de citocromo ¢ reduzido por ing de proteina, utilizando-s¢ o
coeficiente de extingio molar do citocromo c.

NADH desidrogenase (E.C. 1,6.99.3) - A atividade foi determinada scgundo o método descrito por
Singer'™®. O sistema de reagiio continha: tampéo fosfato 50,0 mM (pH 7,4), EDTA 2,0 mM, NADH 50,0 uM,
ferricianeto 600,0 pM, rotenona 10,0 mM e aproximadamente 20,0 pg de proteina mitocondrial. A reagio foi
iniciada pela adi¢do de mitocOndria sendo a velocidade de redugiio do ferricianeto acompanhada a 420 nm. A
atividade especifica foi expressa em nanomoles de ferricianeto reduzido por minuto por mg de proteina, utilizando-
se o coeficiente de extingdo molar do ferricianeto: E,,, red-ox= 1040 M. cm'.

Succinato citocromo ¢ redutase (E.C. 1.3.99.1) - A atividade foi determinada segundo o método descrito
por Somlo®. O sistema de reagdo continha: tampao fosfato 50,0 mM (pH 7.4), EDTA 2,0 mM, succinato dc
s6dio 5,0 pM, NaCN 1,0 mM, rotenona 10,0 pM e aproximadamente 40,0 pg de proteina mitocondrial. A
mistura foi incubada com succinato por 5 minutos a 28°C para pré-ativagiio da enzima, sendo a reagdo iniciada
pela adigdo do ferricitocromo ¢ 40,0 uM. A velocidade de redugiio do ferricitocromo c foi acompanhada a 550
nm. A atividade especifica fot expressa em nanomoles de citocromo ¢ reduzido por minuto por mg de proteina,
utilizando-se o coeficiente de extinglio molar do citocromo c.

Citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) - A atividade foi determinada segundo o método descrito por Srere®'. O
sistema de reagiio continha: dcido 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) 100,0 pM, acetil CoA 300.0 uM ¢
aproximadamente 20,0 ug de proteina mitocondrial. A absor¢iio a 412 nm foi acompanhada por 3 minutos para
medir a possivel desacilagdo do acetil-CoA, sendo posteriormente a reagfio iniciada pela adigio de 500,0 uM de
oxaloacetato. A velocidade de formagio dos grupos SH livres correpondente ao CoA-SH ¢ sua complexagio
com o DTNB, gerando um fon mercaptideo foi monitorada em 412 nm, onde o produte formado apresenta forte
absorgiio. A atividade especifica foi expressa em nanomoles de CoA-SH formado por minuto por mg de proteina,
utilizando-se o coeficiente de extingiio molar do fon mercaptideo: E, ;= 13,6 .10' M. cny!.

Succinato desidrogenase (E.C. 1.3.99.1) - A atividade foi determinada scgundo o método de Singer'™,
utilizando-se 2,6 diclorofenolindofenol (DPIP) e fenazina metasulfato (PMS) como sistema aceptor de elétrons,
O sistema de reagiio continha: tampiio fosfato 50,0 mM (pH 7,4) , EDTA 2,0 mM, succinato de sédio 20,0 mM,
NaCN 1,0 mM, rotenona 10,0 pM e aproximadamente 40,0 ug de proteina mitocondrial. A mistura foi incubada
com succinato de sédio durante 5 minutos a 28 °C para pré-ativaciio da enzima, sendo a reagfio iniciada pela
adig¢do de DPIP 60,0 uM ¢ PMS 1,0 mM. A velocidade de redugdo do DPIP foi acompanhada em 600 nm, A
atividade especifica foi expressa em nanomoles de DPIP reduzido por minuto por mg de proteina, utilizando-se
o coeficiente de extingdo molar de DPIP reduzido: E_,= 19 .10° M. cm'".

Obtengdo do ferrocitocromo c. Citocromo ¢ bovino foi reduzido com ditionito de sédio ¢ a solugio
aquosa filtrada em coluna Sephadex G-25, a fim de separar o ferrocitocromo ¢ do excesso de ditionito™. A
concentragiio de citocromo ¢ reduzido foi determinada espectrofotometricamente, utilizando-se o cocficiente
de extingdio molar 27,7 .10 M"'. cmr! para a hemoproteina reduzida.

Determinagdo da concentragdo de proteinas As concentragdes de proteinas das preparagdes mitocondriais
foram determinadas pelo método descrito por Lowry et al.'’, utilizando-se a soroalbumina bovina como padriio.

Aundlise estatistica O parimetro estatistico empregado na comparagiio das médias de atividades
enzimiticas entre o grupo controle e doentes foi o teste t de Student, para dados ndo parcados, utilizando-se
o nivel de significincia de 5%.
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RESULTADOS

O grupo controle foi constitufdo de 13 individuos (9 homens ¢ 4 mulheres) quc nio
apresentavam doengas musculares e com idade entre 11 e 50 anos. Tratava-sc de pacientes dc ortopedia
¢ traumatologia, mais especificamente com problemas de joelho (rompimento de ligamentos, luxagdo
de patela com entorse) ¢ fratura exposta de fémur. Nestes casos, em que o tratamento exigia intcrvengdo
cirdrgica ¢ quc 0 acesso permitia cxposicio do quadriceps, foram feitas as bidpsias. Com relagdo ao
grupo doente, foram analisados 10 casos (7 homens e 3 mulheres) com idade entre 4 ¢ 50 anos, cujo
diagndstico anatomopatoldgico indicava suspcita dc miopatia mitocondrial.

O teste F. scguido do teste de Tukey, aplicado ao grupo controlc, mostrou niio haver diferenga
cstatistica a nivel de 5% de significincia nas diferentes atividades enzimadticas, cm tungdo dos seguintes
parimetros: scxo. idade ¢ origem do miisculo esquelético avaliado (biceps ou quadriceps).

O teste t de Student mostrou diferenga estatistica significativa (p< 0,05), na comparagéo das
médias das atividades enzimdticas determinadas entre o grupo controle e cada um dos pacicntes.

Nas Tabeclas 1 a 6 constam as atividades enzimdticas do grupo controle e dos doentes.

A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 1 a 6, pode-se analisar as caracteristicas do
mctabolismo mitocondrial de cada paciente.

Paciente EML. Apresenta diminuigfio da atividade das seguintes enzimas: NADH desidrogenase (54,7%
do controle), NADH citocromo ¢ redutase {43,8% do controle), succinato desidrogenase (42,4% do controle),
succinato citocromo ¢ redutase (31,2% do controle) ¢ citrato sintase (44,5% do controle). A atividade da citocromo
oxidase foi normal comparada ao grupo controle. Este perfil permite sugerir defici€ncias combinadas da cadeia
respiratoria, a nivel dos complexos 1 e I, além de provdvel deficiéncia do complexo 11I. Por outro lado, a
deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica possiveis anormalidades no metabolismo oxidativo a
nivel do ciclo do dcido citrico.

Tubela 1. Comparagdo da atividade enzimdtica da Tabela 2. Comparagdo da atividade enzimdtica da
NADH desidrogenase entre o grupo controle e NADH citocromo ¢ redutase entre o grupo controle e

doentes. dnentes.
Identificugiio n A= DP p Identificagio n A xDP P
Controle 67 2416 £ 336 - Controle 79 115 £25 -
EML 5 1322 + 32 < 0,05 EML S 50£2 < 0,05
EST 6 1806 = 158 < 0,05 EST 5 84 +5 < 0,08
GFT 4 1257 £ 16 < 0,05 GFT 5 R=x2 < 0,08
JAS 4 658 = 172 < 0,05 JAS 4 47 = |1 < 0,05
JNN 7 1699 + 122 < 0,05 JNN 5 62+5 < 0,05
JS 3 509 * 46 < 0,05 IS 4 1+ < 0,05
LOL 6 986 + 83 < 0,05 LOL 5 39+4 < 0,05
PPN 5 993 + 77 < 0,05 PPN 5 32+3 < 0,05
RF 5 1727 + 79 < 0,05 RF 6 55+3 < 0,05
YA 7 2431 x 121 >0,05 YA §) 126 + 4 >0,05
n, nimero de repetigdes: DI, desvio padriio. A, atividade n. nimero de repeti¢des; DP. desvio padriio: A, atividade

enzimdtica especifica média (nmoles de ferricianeto reduzido/ enzimdtica especitica média (nmoles de citocromo ¢ reduzido/

min x mg de proteina). min x mg de protefna).
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Tabela 3. Comparagdo da atividade enzimdtica da Tubelu 4. Compuaragdo da atividude enzimditica da

succinato desidrogenase entre o grupo controle e doentes. succinato citocromo ¢ redutase entie o grupo controle ¢
doentes.
Identificagiio n A +DP p
Identificagio n A=DP P
Controlc 64 110 =21 -
Controlc 01 91 +13 -
EML ) 47 +3 < 0,05
EML 5 28 + 2 < 0,05
EST 5 M6+5 < 0,05
EST 5 54 +2 < (0,08
GFT i 3 E3
GFT 3 13+ 1 < (3,05
AS 3 29+5 < 0,05
! JAS 4 14+3 < 0,05
INN 4 =2 <005 INN 6 45x4 <005
15 3 =2 <005 1S 3 14+ <005
LOL 6 =4 <005 LOL 6 222 <005
PPN 4 23=x2 <0.05 PPN 5 1521 < 0,05
RF 5 622 < 0,05 RF 6 32+3 < 0,05
VA 6 63+3 < 0,05 ZS S 29+3 < 0,05
n, niimero de repetigdes: DP, desvio padriio; *, atividade n, nimero de repetigdes; DP. desvio padriio; A. atividade

enzimdtica nao determinada; A, atividade enzimitica especifica cnzimitica especifica média (nmoles de citocromo ¢ reduzido/
média (nmoles de DPIP reduzido/min x mg de proteina). min x mg de proteina).

Tabela 5. Compara¢io da atividude enzimdtica du Tubela 6. Comparagdo da atividade enzimdtica da

citocromo ¢ oxidase entre o grupo controle e doentes. citrate sintase entre o grupo controle e doentes.
Identificacio n A +DP p Identificagio n A+ DP p
Controle 78 220+ 65 - Controle 74 237 + 41 -
EML 5 267+ 13 > 0,05 EML 6 105 £ 5 < 0,05
EST 3 36+12 <005 EST 4 16+ 4 < 0,05
GFT 3 142+ 5 < 0,05 GFT 3 82+ 4 < 0,05
IAS 4 45x4 <005 JAS 3 572 <005
INN 6 208+ 5 0,05
’ * > INN 6 1395 <008
JS 3 34+3 < 0,05
IS 3 6l =1 < (0,058
LOL 5 118+ 5 < 0,05
LOL S 61 x3 < 0,05
PPN 5 124 + 4 < 0,05
PPN 4 88 + 4 < (0,05
RF 5 161 =6 < 0,05
RF 6 125+ 6 < 0,08
zs 5 243+ 8 >0,05
YA 6 214+ 5 >0.05

n. mimero de repeticdes: DP. desvio padrio; A, atividade
cnzimdtica especitica média (nmolex de citocromo ¢ oxidado/ n, nimero de repetigdes; DP. desvio padrfio: A atividade enzimiitica
min x mg de proteina). especitici média (nmoles de CoA-SH/min x mg de proteinit).
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Paciente EST. Esle paciente apresentou diminuigiio na atividade de todas as enzimas ensaiadas, sendo o
percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, descrito a seguir: NADH desidrogenase (74,7%
do controlc), NADH citocromo c redutase (72,8% do controle), succinato desidrogenase (69,1% do controle),
succinato citocromo ¢ redutase (60% do controle), citocromo ¢ oxidase (61,6% do controle) e citrato sintase
(49% do controle). Estes resultados sugerem miiltiplas deficiéncias da cadeia respiratéria, a nivel dos complexos
I, IT e 1V. No caso do complexo [, o grau de anormalidade foi relativamente baixo, quando comparado aos
demais complexos enzimdticos afetados. Uma possivel deficiéncia do complexo 111 ndo pode ser comprovada
pelos resultados obtidos. Al¢m disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica provivel
anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Puciente GFT. Este paciente apresentou diminuigdo na atividade de todas as enzimas ensaiadas, sendo
o percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como mostrado a seguir: NADH desidrogenasc
(52% do controle) , NADH citocromo ¢ redutase (27,8% do controle), succinato citocromo ¢ redutasc (13,8%
do controle), citocromo c oxidase (64,4% do controle) e citrato sintase (34,7% do controle). Os resultados
sugerem deficiéncias combinadas da cadeia respiratdria a nivel dos complexos I, I ¢ IV. A indicagfio de envolvimento
do complexo [ advém do fato que a atividade da NADH citocromo c redutase (complexos I+ 111) & significativamente
menor que a atividade enzimdtica da NADH desidrogenase (parte do complexo I). A caracterizagiio de possivel
disfungfio a nivel do complexo 1, ficou prejudicada pelo fato da atividade da enzima succinato desidrogenase
(parte do complexo [1) nio ter sido determinada. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase
indica provdvel anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Paciente JAS. Este paciente apresentou diminuigiio 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 ¢ redutase (40,8% do controle), succinato desidrogenase (25,9% do
controle), succinato citocromo ¢ redutase (15,8% do controle), citocromo ¢ oxidase (20,5% do controle) ¢
citrato sintase (24,1% do controle). Observa-se severa redugiio em todas as atividades enzimdticas, revelando
sério comprometimento do metabolismo cnergético. E possivel sugerir a existéneia de miltiplas deficiéncias na
cadeia respiratdria, a nivel dos complexos I, I1, e IV. A indicagiio de deficiéncia a nivel do complexo [ ndo pode
ser comprovada pelos resultados obtidos. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica
provivel anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Puacienre JNN. O paciente apresentou diminuigio na atividade das vdrias enzimas, sendo o percentual
de atividade remanescente, comparado ao controle, conforme descrito a seguir: NADH desidrogenase (70% do
controle), NADH citocromo ¢ redutase (54,1% do controle), succinato desidrogenase (54,5% do controle),
succinato 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 deficiéncias
combinadas da cadeia respiratdria, a nivel dos complexos I e I1. A indicagiio de possivel deficiéncia no complexo
Il ndo pode ser comprovada pelos resultados apresentados. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima
citrato sintasc indica provivel anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico. Deve-
se ressaltar também que a caracterizagfio bioquimica deste paciente foi similar 2 obtida para o paciente EML,
ambos apresentando deficiéncias em todas as enzimas ensaiadas, com excegdo da citocromo ¢ oxidasc.

Paciente JS. O paciente apresentou diminuigdo 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), succinato desidrogenase (10,2% do
controle), succinato citocromo c redutase (15,9% do controle), citocromo ¢ oxidasc (15,3% do controle) ¢
citrato sintasc (26% do controle). A partir destes resultados, fica evidente o sério comprometimento da fungiio
mitocondrial neste paciente. Este perfil evidencia a possibilidade de mailtiplas deficiéncias da cadeia respiratéria,
a nivel dos complexos I, 11, 111 ¢ 1V. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica
provdvel anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Pacienre LOL. O paciente apresentou diminui¢io nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o
percentual de atividade remanescenic, comparado ao controle, como descrito a seguir: NADH desidrogenase
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(40,8% do controle), NADH citocromo ¢ redutasc (34% do controle), succinato desidrogenase (17,2% do controle),
succinato citocromo ¢ redutase (24,6% do controle), citocromo c oxidase (53,8% do controle) ¢ citrato sintase
(25,7% do controle). Este perfil permite sugerir deficiéncias maltiplas na cadeia respiratéria, a nivel dos complexos
I, I, Il ¢ 1V. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica provdvel anormalidade no
metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Puciente PPN. A paciente apresentou diminui¢fio 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 ¢ redutase (28 % do controle), succinato desidrogenase (20,4% do controle),
succinato citocromo ¢ redutase (16,6% do controle), citocromo ¢ oxidase (56,3% do controle) ¢ citrato sintase
(37,1% do controle). A partir de tais resultados, fica evidente o sério comprometimento da fungiio mitocondrial
neste paciente. Este perfil permite sugerir miltiplas deficiéncias na cadeia respiratdria, a nivel dos complexos I,
I1, 111 e IV. Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase indica provdvel anormalidade no
metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Paciente RI. O paciente apresenton diminui¢io nas atividades de todas as enzimas ensaiadas, sendo o
percentual de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a scguir: NADH desidrogenase
(71,5% do controle), NADH citocromo c redutase (48,2% do controle), succinato desidrogenase (56,1% do
controle), succinato citocromo c¢ redutase (35% do controle), citocromo ¢ oxidase (73,1% do controle) e citrato
sintase (52,7% do controle). Este perfil permite sugerir maltiplas deficiéncias da cadeia respiratéria, a nivel dos
complexos 1, 11, [T e 1V. A indicagiio de provdvel envolvimento do complexa 111 advém do fato que a atividade
da NADH citocromo ¢ redutase (complexos I + 11I) € significativamente menor que a atividade enzimitica da
NADH desidrogenase (parte do complexo 1). Além disso, a deficiéncia na atividade da enzima citrato sintase
indica provdvel anormalidade no metabolismo oxidativo a nivel do ciclo do dcido citrico.

Puciente ZS. A paciente apresentou diminuigfio nas atividades de apenas duas enzimas, sendo o percentual
de atividade remanescente, comparado ao controle, como descrito a seguir: succinato desidrogenase (57,5% do
controle) e succinato citocromo c¢ redutase (32,5% do controle). As atividades das demais enzimas investigadas,
mostraram-se absolutamente normais. Este perfil permite caracterizar defici€ncia isolada na cadeia respiratoria,
anivel do complexo [I. Dentre os 10 casos analisados este foi o Gnico em que a disfungdo mitocondrial manteve-
se restrita a apenas um complexo respiratério, no qual segundo a literatura’ '*'® anormalidades sfo menos

frequentes.

DISCUSSAD

Alguns pesquisadores t€ém demonstrado especial preocupacdo com relagfio aos cuidados ¢
critérios necessarios na condugéio dos estudos bioquimicos sobre doengas mitocondriais. Estes
incluem: selegio de grupo controle apropriado, condigdes ideais de realizagdo da bidpsia ¢
armazenamento da amostra coletada e emprego de metodologia adequada para isolamento ¢
determinac@o das respectivas atividades enzimadticas. Muitas vezes, a diversidade e a complexidade
dos resultados bioquimicos encontrados para uma mesma sindrome clinica, devem-se as diferencas
nas técnicas experimentais adotadas.

Na sele¢fo do grupo controle, foram observadas todas as recomendagdes citadas na literatura,
E fundamental que a performance oxidativa das mitocéndrias dos doentes seja comparada com
controles apropriados'’. Por isso, individuos com padrio de atividade [fsica semelhante, foram
escolhidos para a composi¢io do grupo controle, evitando-sc sempre os esportistas.

Os pré-requisitos necessdrios para que os individuos pudessem compor o grupo controle
foram: 1) ndo serem portadores de patologia neuromuscular; 2) ndo estarem fazendo uso prolongado
ou continuo de tdrmacos; 3) as cirurgias para correcio dos problemas ortopédicos ou de fraturas
apresentados pclos pacientes fossem realizadas com anestesia de bloqueio parcial (local, peridural
ou raquianestesia), compativeis com o tipo de anestcsia cxigido pelo estudo; 4) o acesso ciriirgico
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para corre¢do do problema apresentado pelo paciente permitisse a exposigio do quadriceps ou biceps,
mitsculos padronizados para o presente estudo.

Especificamente, com rclagio ao tipo de anestesia, Yorifugi et al.* e Zheng ct al.* discutiram
a inviabilidade da realizagfio da bidpsia muscular por anestesia geral em tais estudos, mostrando que
as atividades cnzimdticas em mitocndrias assim isoladas apresentam valores significativamente
mais baixos ¢ com grande dispersio, em comparagio as atividades enzimdticas determinadas cm
mitocOndrias de midsculo obtidas por bidpsia com anestesia de bloqueio parcial.

Com rclagdo ao isolamento ¢ obtengdo dc mitocdndrias, levou-se em consideragdo que o
musculo csquelético contém concentragdo relativamente alta de Ca*, o qual pode danificar a
mitocdndria durante o isolamento'®. Para evitar o possivel efeito deletério deste jon, a composigao
dos mcios dc extragiio ¢ reaciio usados continham respectivamente, EGTA ¢ EDTA, conhecidos
quclantes de cdlcio ¢ fons divalentes.

As mitocdndrias foram rompidas por congelamento ¢ descongelamento em um ciclo de trés
vezes, conforme preconizado por virios autores®”2. Este tratamento ¢ nceessdrio, pois mitocdndrias
intactas niio sdo permedveis a substratos como o NADH e outros aceitadores/doadores de clétrons
utilizados nos cnsaios espectrofotométricos. Além disso, este tratamento cvita trauma mecinico 2
organcla, que podcria interferir na atividade dos complexos enzimdticos da cadeia respiratéria. Em
especial, o complexo | tem sido considerado menos cstivel do que o complexo 11 ¢ altamente
suscetivel a mudangas fisicas proporcionadas por stress mecinico'. Quanto 4 enzima citocromo ¢
oxidasc, tcm sido descrita como a mais ldbil dentre as enzimas da cadeia respiratéria sendo o
rompimento mecinico prejudicial & atividade do complexo™. De acordo com Singer ct al.", o erro mais
comumente cncontrado nos ensaios com a succinato desidrogenase ¢ succinato citocromo c redutase é
a falta de pré-alivagio das enzimas com o préprio substrato (succinato). A pré-ativagdo é necessiria
para removcer a presenga de quantidades varidveis de oxaloacetato, um inibidor competitivo das cnzimas.

A investigacio bioquimica realizada neste estudo, revelou-se adequada para o estabelecimento
de diagndstico nosolégico preciso ¢ facilmente aplicdvel aos objetivos clinicos. Os resultados
possibilitam ainda a localizagdo de defliciéncias cnzimaticas especificas do metabolismo mitocondrial.
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