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RESUMO 

A mitoterapia é uma técnica recente que busca, através da administração de mitocôndrias 

funcionais isoladas, reverter disfunções celulares em uma variedade de condições patológicas - 

como isquemias pulmonar, cardíaca e cerebral, doença de Parkinson, esquizofrenia e declínio 

cognitivo. Em modelos celulares, animais e humanos, essa estratégia já demonstrou potencial 

de recuperação do perfil metabólico, reversão do estresse celular e de danos teciduais. No 

entanto, diversos são os parâmetros que ainda limitam a sua aplicabilidade. Em virtude da 

diversidade dos modelos celulares utilizados e métodos empregados - como por exemplo, o 

protocolo de isolamento mitocondrial - a estratégia terapêutica carece de técnicas padronizadas 

que garantam com satisfatória reprodutibilidade a obtenção de seus benefícios potenciais. O 

presente trabalho propõe explorar aspectos tecnológicos da mitoterapia, buscando contribuir 

para o seu aprimoramento e aplicabilidade. Para isso, foi estabelecido um modelo de 

degeneração in vitro utilizando cultivo de células de neuroblastoma humano Be(2)-M17, 

desafiadas com 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Utilizamos a marcação com a sonda JC-1 para 

estabelecer o início da disfunção mitocondrial nas células tratadas, e como parâmetro para a 

administração de diferentes quantidades terapêuticas de mitocôndrias autólogas. Avaliamos 

diferentes protocolos de isolamento mitocondrial, buscando o estabelecimento de melhor 

rendimento e qualidade, utilizando de técnicas de dosagem protéica (com o método de BCA) e 

de Respirometria de Alta Resolução (Oxígrafo Oroboros O2k). O protocolo que promoveu o 

isolamento de mitocôndrias de células de neuroblastoma humano com perfil respiratório 

adequado demonstrou boa reprodutibilidade em termos de rendimento, porém o mesmo 

desempenho não pôde ser observado quando o método de isolamento foi testado com a 

linhagem de células-tronco mesenquimais. Foi estabelecido como tratamento de referência o 

transplante autólogo com diferentes doses terapêuticas de mitocôndrias de neuroblastoma 

humano em culturas do mesmo tipo celular, desafiadas com o modelo de degeneração com a 6-

OHDA. Nenhuma das doses avaliadas apresentaram efeito regenerativo nas células tratadas. 

Ainda, a dose mitocondrial mais elevada (13x a concentração de mitocôndrias estimadas no 

poço para o tipo celular testado) potencializou o efeito do agente estressor. A avaliação da 

capacidade terapêutica da mitoterapia, com análise comparativa e validação dos métodos, 

sustenta a importância da otimização tecnológica, possibilitando com a confiabilidade 

necessária a aplicação da técnica na modulação da sobrevivência celular em diversas condições 

patológicas. 

Palavras-chave: mitoterapia; degeneração; isolamento mitocondrial; variação metodológica.



 

ABSTRACT 

Mitotherapy is a recent technique that seeks, through the administration of functional 

mitochondria, the regression of cellular dysfunctions in a variety of pathological conditions – 

such as pulmonary, cardiac and cerebral ischemia, Parkinson’s disease, schizophrenia and 

cognitive decline. In models in vitro and in vivo, this strategy has already demonstrated the 

potential for recovery of the metabolic state, reversal of cellular stress and tissue damage. 

However, there are several parameters that still limit its applicability. Due to the diversity of 

cell models and methods used - such as the mitochondrial isolation protocol - the therapeutic 

strategy lacks standardized techniques that guarantee, in a satisfactory and reproducible way, 

the achievement of its potential benefits. The present work proposes to explore technological 

aspects of mitotherapy, to contribute to its improvement and applicability. For this, it was 

established a model of degeneration in vitro using the neuroblastoma human line cell Be(2)-

M17 human neuroblastoma cells, challenged with 6-hydroxydopamine (6-OHDA). It was used 

JC-1 probe to establish the onset of mitochondrial dysfunction in cells incubated with 6-OHDA, 

and as a parameter for the beginning of the treatment with autologous mitochondria. It was 

evaluated different mitochondrial isolation protocols, to establish better yield and quality, using 

protein dosage techniques (with the BCA method) and High Resolution Respirometry 

(Oroboros O2k Oxygraph). The protocol that promoted the isolation of mitochondria from 

human neuroblastoma cells with adequate respiratory performance demonstrated good 

reprodutibility in terms of yield, but the same performance could not be observed When the 

isolation method was tested with the mesenchymal stem cell line. As a reference treatment, it 

was established the autologous transplantation with different therapeutic doses of human 

neuroblastoma mitochondria in cultures of the same cell type, challenged with the 6-OHDA 

degeneration model. None of the doses evaluated showed a regenerative effect on the treated 

cells. Furthermore, the highest mitochondrial dose (13x the estimated mitochondria 

concentration in the well for the cell type tested) potentiated the effect of the stressor. The 

evaluation of mitotherapy’s therapeutic capacity, with comparative analysis and validation of 

the methods, supports the importance of technological optimization, allowing the application 

of the technique with reliability in the modulation of cell survival in different pathological 

conditions. 

Keywords: mitotherapy; degeneration; mitocondrial isolation protocol; methodological 

variation.
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

O presente trabalho estuda a estratégia terapêutica conhecida como mitoterapia, e 

buscou avaliar as propriedades e possibilidades de aprimoramento da técnica em um modelo in 

vitro de neurodegeneração em neuroblastoma humano. Aspectos fundamentais para o 

entendimento do projeto são apresentados e discutidos abaixo. 

 

 

1.1 MITOCÔNDRIAS 

 

Mitocôndrias são organelas de origem proteobacteriana essenciais para a vida 

(SCHWARTZ; DAYHOFF, 1978). Sua citoarquitetura básica - matriz mitocondrial, membrana 

mitocondrial interna, espaço intermembrana e membrana mitocondrial externa - e maquinaria 

complexa são formadas e coordenadas pela interação do DNA nuclear e DNA mitocondrial 

(mtDNA) (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014). Dentre os papéis mais proeminentes 

desempenhados por mitocôndrias estão a obtenção de energia química pela oxidação de 

intermediários metabólicos (KAPPLER et al., 2019), a síntese de fosfolipídeos e grupamento 

heme (DAUM, 1985), tamponamento de cálcio (JOUAVILLE et al, 1999) e a indução da morte 

celular programada, ou apoptose (LI; DEWSON, 2015). Considerando sua associação com as 

demandas metabólicas e de sinalização na célula, a quantidade de mitocôndrias e sua 

funcionalidade são fundamentais para a manutenção da vida. 

 

 

1.1.1 Disfunções mitocondriais 

 

Diversas são as condições patológicas que apresentam como característica principal ou 

secundária a disfunção mitocondrial (GORMAN et al, 2016). Defeitos nessas organelas são 

associados, por exemplo, com deficiências imunológicas (GARONE; TADESSE; HIRANO, 

2011), hepáticas (HELBLING et al, 2013), cardiomiopatias (SEBASTIANI et al, 2007), 

declínio cognitivo (KUJOTH et al., 2005) e sintomas psiquiátricos (CATALDO et al, 2010). 

De forma geral, em condições patológicas, mitocôndrias costumam apresentar morfologia 

anormal (CATALDO et al, 2010), defeitos na bioenergética (TREVINO et al., 2019), nas 

dinâmicas mitocondriais (WANG et al, 2009) e acúmulo de mutações no mtDNA (STENTON; 

PROKISCH, 2020). 
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1.2 MITOTERAPIA 

 

A mitoterapia é uma técnica caracterizada pelo uso de mitocôndrias funcionais isoladas, 

com subsequente administração das mesmas em pacientes. A internalização dessas organelas 

por células de mamíferos foi identificada, pela primeira vez, em 1982, por Clark e Shay 

(CLARK; SHAY, 1982). Diversos estudos in vitro e in vivo indicam que a transferência de 

mitocôndrias entre células é um evento fisiológico mediado por junções celulares (ISLAM et 

al, 2012), fusão celular, formação de nanotubos de membrana (WANG; GERDES, 2015) e 

internalização do meio extracelular (CHENG et al, 2020), e sugerem benefícios protetores e 

anti-inflamatórios associados. 

No entanto, foi apenas no início do século XXI que as possibilidades da mitoterapia 

realmente despertaram o interesse científico. Em um trabalho fundamental para isso, Katrangi 

et al, em 2007, reportou a internalização de mitocôndrias de roedor por linhagens de células 

cancerígenas, resultando em recuperação das taxas respiratórias células com mtDNA depletado 

(KATRANGI et al., 2007). A partir disso, foi observada progressiva expansão dos estudos e da 

diversificação de condições patológicas potencialmente tratadas por essa terapia. Dentre as 

disfunções para as quais a mitoterapia foi investigada estão o dano agudo pulmonar (ZHOU et 

al., 2016; MOSKOWITZOVA et al., 2020), as cardiomiopatias e isquemias cardíacas 

(MASUZAWA et al., 2013; COWAN et al., 2016; EMANI et al, 2017; BLITZER et al, 2020), 

a nefropatia diabética (KONARI et al, 2019), as disfunções na retina (NASCIMENTO-DOS-

SANTOS et al, 2020; AHARONI-SIMON et al., 2022) e técnicas de fertilização in vitro 

(OKTAY et al., 2015; WANG et al., 2017; LABARTA et al., 2019). Mais especificamente na 

área de patologias neurais a mitoterapia já foi usada em estudos de isquemia (HUANG et al., 

2016; SHI; GUO; LIU, 2021; XIE et al., 2021), trauma (ZHANG et al., 2020) e tumor cerebral 

(SUN et al., 2019), sepse (YAN et al., 2020), doença de Parkinson (CHANG et al., 2016; SHI 

et al, 2017; CHANG et al, 2021), lesão da medula espinhal (GOLLIHUE et al., 2017; 

GOLLIHUE et al., 2018; LIN et al, 2022), esquizofrenia (ROBICSEK et al., 2018) e declínio 

cognitivo (MA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021). 
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     Figura 1 - Principais condições patológicas em estudos de mitoterapia 

Esquema apresentando as principais condições patológicas presentes em estudos com mitoterapia. Os estudos 

referenciados utilizam uma diversidade de modelos in vitro e in vivo. Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Dessa forma, a mitoterapia se apresenta como uma vantajosa possibilidade terapêutica 

para um vasto número de doenças e traumas. Porém ainda não se conhece de forma satisfatória 

os mecanismos pelos quais mitocôndrias saudáveis transplantadas exercem seus efeitos 

terapêuticos. De forma geral, a administração dessas organelas resulta na reversão do 

desequilíbrio metabólico, com suprimento das necessidades energéticas (PACAK et al., 2015; 

CHANG et al., 2017; ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 2020; XIE et al., 2021), 

recuperação da integridade celular e tecidual (MASUZAWA et al., 2013; HUANG et al., 2016;  

EMANI et al, 2017; MOSKOWITZOVA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021), 

aprimoramento da morfologia mitocondrial (CHANG et al., 2017), diminuição do estresse 

oxidativo (SHI et al, 2017; KONARI et al, 2019; MA et al., 2020), aumento da capacidade de 

tamponamento de cálcio (ZHOU et al., 2016), alterações na sinalização celular e parácrina 

(ZHOU et al., 2016; ROBICSEK et al., 2018; KONARI et al, 2019), alterações de expressão 

gênica (ALEXANDER et al., 2021; XIE et al., 2021), diminuição da morte celular (TAKEDA 

et al., 2010; COWAN et al., 2016; MAEDA et al., 2020; XIE et al., 2021) e redução da 

inflamação (YAN et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021; CHANG  et al, 2021). Certos 

estudos indicam que tais benefícios ocorrem através do suprimento direto das necessidades 

bioenergéticas. Para isso, é sugerido que mitocôndrias doadas escapam de vias de degradação, 

se fusionam com mitocôndrias hospedeiras danificadas e, assim, reparam a maquinaria 
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bioenergética (COWAN et al., 2016; XIE et al., 2021). Outros estudos, observando sua 

localização perinuclear, sugerem que devido a baixas taxas de internalização e de fusão com 

organelas hospedeiras, os benefícios atribuídos às mitocôndrias exógenas se encontram na 

alteração de mecanismos de sinalização e expressão gênica (KITANI et al., 2014; HUANG et 

al., 2016; ALEXANDER et al., 2021; SHI; GUO; LIU, 2021). O mais provável é que os efeitos 

terapêuticos observados sejam resultado da combinação de ambos os mecanismos. 

 

 

1.2.1 Potenciais riscos 

 

Embora a mitoterapia esteja se mostrando bastante promissora, sua aplicação pode não 

ser livre de riscos (CHANG et al., 2017). Dentre as questões mais ressaltadas está o papel já 

conhecido de pró-inflamação das mitocôndrias, que podem ser uma fonte de DAMP’s (padrões 

moleculares associados a efeitos danosos) (PUHM et al, 2019). Essas organelas atuam como 

mediadores do desencadeamento inflamatório quando, no meio extracelular, seus componentes 

são reconhecidos por receptores específicos em células do sistema imune ou outros tipos 

celulares (ZHU et al, 2018; JOSHI et al, 2019; PUHM et al, 2019). Concordando com tais 

preocupações, certos estudos relataram resposta inflamatória (HUANG et al., 2016; 

GOLLIHUE et al., 2018; CHANG et al, 2021). A microinjeção de mitocôndrias na medula 

espinhal danificada de ratos provocou aumento da ativação de macrófagos no local da injeção, 

até 7 dias após a terapia. Somado a isso, macrófagos e pericitos foram os tipos celulares da 

medula espinhal danificada que demonstraram maior propensão de co-localização com 

mitocôndrias exógenas (GOLLIHUE et al., 2018). Ainda, a injeção de mitocôndrias de outras 

espécies modelo de isquemia em ratos causou resposta imune inata, atraindo macrófagos e 

micróglia para o local (HUANG et al., 2016). Também, a infusão intranasal de mitocôndrias 

em ratos modelos para parkinsonismo causou forte resposta inflamatória (com liberação de IL-

1α, IL-1β, IL-10, IL-17A) (CHANG et al, 2021).  

Em contrapartida, outros artigos não identificaram aumento da resposta inflamatória 

após a adição de mitocôndrias purificadas (MASUZAWA et al., 2013; RAMIREZ-BARBIERI 

et al, 2019), considerando-a inclusive como uma possível terapia anti-inflamatória 

(MOSKOWITZOVA et al., 2020; YAN et al., 2020; LIN et al, 2022). O transplante de 

mitocôndrias de músculo de ratos para o pulmão ou espinha dorsal danificada de animais da 

mesma espécie reduziu respectivamente a infiltração inflamatória (MOSKOWITZOVA et al., 

2020) e marcadores inflamatórios como TNF-α, IL-6 e NO (LIN et al, 2022). Outro importante 
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exemplo é o estudo clínico mitoterápico em que pacientes pediátricos com disfunções cardíacas 

receberam injeção de mitocôndrias autólogas purificadas diretamente em seus corações. Esse 

estudo não reportou efeitos adversos imediatos nem alterações nos marcadores inflamatórios 

locais ou sistêmicos (EMANI et al, 2017). 

 

 

1.2.2 Variações experimentais  

 

Em virtude de seu caráter incipiente, a mitoterapia apresenta enorme diversidade quanto 

aos métodos de isolamento, as fontes doadoras e receptoras de mitocôndrias, as doses 

terapêuticas e ferramentas de avaliação terapêutica. Em decorrência das diferentes escolhas de 

técnicas e objetos de estudo, os trabalhos até então publicados formam uma rede heterogênea 

de informações a respeito dessa abordagem terapêutica. 

 

 

1.2.2.1 Tipos celulares utilizados (transplante autólogo, alogênico ou xenogênico) 

 

Inúmeros são os tecidos e tipos celulares que já foram usados para o isolamento de 

mitocôndrias. In vitro, mitocôndrias foram isoladas de linfócitos derivados de paciente 

(ROBICSEK et al., 2018) e linhagens celulares humanas de fibroblasto pulmonar 

(MACHEINER et al., 2016), osteosarcoma (CHANG et al., 2017), adenocarcinoma de células 

epiteliais (MASUZAWA et al., 2013; PACAK et al., 2015; WU et al., 2018), rim embrionário 

(PATEL et al., 2017), astrócitos (SUN et al., 2019), carcinoma hepatocelular (SHI et al, 2017) 

e cardiomiócitos (MAEDA et al., 2020). Outro importante tipo doador de mitocôndrias são 

células-tronco mesenquimais (KIM et al, 2018; KONARI et al, 2019; MAEDA et al., 2020). 

In vivo, essas organelas já foram isoladas de cérebro (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 

2020), plaquetas (SHI; GUO; LIU, 2021), fígado (KATRANGI et al., 2007; NASCIMENTO-

DOS-SANTOS et al, 2020; CHANG et al, 2021) e músculo esquelético (BLITZER et al, 2020; 

YAN et al., 2020; LIN et al, 2022). Os três últimos são mais considerados em decorrência de 

sua relativa facilitada extração, maior quantidade de obtenção de organelas e perfil de suas 

mitocôndrias (SHI; GUO; LIU, 2021) 

Estudos mitoterápicos podem realizar tratamentos com mitocôndrias autólogas, 

alogênicas ou xenogênicas. Tratamentos autólogos - quando as organelas são purificadas a 

partir do organismo que as recebe - são considerados mais seguros, com maior especificidade 
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e menor risco de possível rejeição do sistema imune (SUN et al., 2019; MASUZAWA et al., 

2013; EMANI et al, 2017). Estudos utilizando mitocôndrias alogênicas - provenientes de 

organismos da mesma espécie - também apresentaram resultados promissores (MACHEINER 

et al., 2016; PATEL et al., 2017; SUN et al., 2019; CHANG et al, 2021; LIN et al, 2022). Ainda 

assim, a translação clínica requer validação sobre eficácia e segurança, especialmente em 

relação à compatibilidade entre mtDNA doador e recipiente (WANG et al., 2017) e efeito 

inflamatório (GOLLIHUE et al., 2018; MOSKOWITZOVA et al., 2020; CHANG et al, 2021; 

LIN et al, 2022). Por fim, organelas de origem xenogênica - de diferentes espécies - ainda que 

consideradas com maior relutância, também parecem demonstrar efeitos positivos, com poucos 

ou nenhum dano relacionado (CHANG et al., 2016; SHI et al, 2017; NASCIMENTO-DOS-

SANTOS, 2020). Alguns estudos, no entanto, reportaram resposta inflamatória com 

proliferação de microglia e astrócitos (HUANG et al., 2016), enquanto outros não observaram 

tais efeitos (ALEXANDER et al., 2021). Um grande benefício da estratégia xenogênica para 

estudos mitoterópicos é a facilidade de monitoramento das organelas exógenas no organismo 

hospedeiro, pois podem ser usados anticorpos específicos (MOSKOWITZOVA et al., 2020; 

ALEXANDER et al., 2021).  

 

 

1.2.2.2 Taxa de internalização de mitocôndrias 

 

A internalização de mitocôndrias já foi observada em estudos envolvendo modelos in 

vitro, animais (COWAN et al., 2016; BLITZER et al, 2020) e seres humanos (EMANI et al, 

2017). Ainda assim, os mecanismos de internalização de mitocôndrias não estão completamente 

elucidados. Os principais mecanismos candidatos são a endocitose (KATRANGI et al., 2007; 

HAYAKAWA, 2018) mediada por clatrina e dinamina (PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021) 

ou por actina e macropinocitose (KITANI et al., 2014). É importante ressaltar que tipos 

celulares diferentes possuem capacidade de internalização de mitocôndrias distinta, 

possivelmente devido a diferentes propriedades endocíticas e expressão de maquinaria de 

internalização. Essa variação na taxa de internalização irá influenciar, por exemplo, no tempo 

necessário de incubação das mitocôndrias com as células para a obtenção do efeito terapêutico. 

Ainda que variável, alguns trabalhos reportaram baixas taxas de internalização de mitocôndrias 

exógenas, com variações de 3-15% (MASUZAWA et al., 2013; KITANI et al., 2014; MA et 

al., 2020; SHI; GUO; LIU, 2021), 15-30% (KITANI et al., 2014; HUANG et al., 2016; 

ROBICSEK et al., 2018) e 50% (ROBICSEK et al., 2018). Um fator que pode influenciar na 
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taxa de internalização é o estado das células receptoras. Alguns trabalhos indicam que o estresse 

celular resulta no aumento da internalização de mitocôndrias (BABENKO et al., 2018; 

MISTRY et al., 2019; SUN et al., 2019). Ainda assim, outros afirmam que não encontraram tal 

associação (HUANG et al., 2016; ALEXANDER et al., 2021; SHI; GUO; LIU, 2021). 

 

 

1.2.2.3 Protocolos de isolamento mitocondrial 

 

 O processo de isolamento de mitocôndrias é uma etapa fundamental para a capacidade 

terapêutica da mitoterapia. Ainda que seus fundamentos se mantenham na maioria dos 

protocolos utilizados, grande é a variação de certos aspectos - influenciada, por exemplo, pelo 

tipo celular doador de mitocôndrias. Preferencialmente, todo o processo de isolamento deve ser 

feito em temperatura de 4ºC, contribuindo para a preservação da viabilidade e função 

mitocondrial (GOLLIHUE et al., 2017; PAMENTER; LAU; RICHARDS, 2018). De forma 

geral, para células em cultura, o isolamento de mitocôndrias inicia com o destacamento das 

células - com tripsina (COWAN et al., 2016; SHI et al, 2017; KONARI et al, 2019) ou 

raspadores mecânicos (GOLLIHUE et al., 2018; WU et al., 2018). Foi observado que apesar 

da tripsina garantir maior rendimento, foram encontradas atividades residuais no pellet 

mitocondrial, podendo assim causar danos (GOLLIHUE et al., 2017). Para isolamentos de 

tecidos, após ser realizada a coleta, o mesmo é cortado em pedaços menores para aumentar a 

área de exposição à tripsina ou tampão de lise (GOLLIHUE et al., 2018; NASCIMENTO-DOS-

SANTOS et al, 2020; CHANG et al, 2021). Após o destacamento ocorrem centrifugações, com 

variação na velocidade para obter purificações seriadas, intercaladas pela lise celular mecânica 

(YI et al., 2007; GOLLIHUE et al., 2018; CHANG et al, 2021) ou química (SUN et al., 2019). 

A lise mecânica utiliza de homogeneizadores automáticos (COWAN et al., 2016; CHANG et 

al, 2021) ou manuais, que costuma promover a lise celular com 15 a 30 strokes (KATRANGI 

et al., 2007; KITANI et al., 2014; MAEDA et al., 2020). Alguns estudos incubam as células 

em tampão hipotônico para promover o extravasamento celular com a diminuição da 

osmolaridade. Depois da lise, a osmolaridade da solução é balanceada adicionando tampão 

hipertônico (PATEL et al., 2017; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). Para aumentar a 

purificação, alguns artigos fazem bombeamento de nitrogênio (GOLLIHUE et al., 2017), 

filtram o isolado (COWAN et al., 2016; YAN et al., 2020; AHARONI-SIMON et al., 2022), 

utilizam técnicas de gradiente de Ficoll (GOLLIHUE et al., 2017; GOLLIHUE et al., 2018) ou 

Percoll (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 2020), ou associam as organelas com 
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microbeads para subsequente separação magnética (MACHEINER et al., 2016). 

Após o processo de isolamento, as organelas podem ser mantidas em gelo por até 3-4 

horas (PATEL et al., 2017; BLITZER et al, 2020; AHARONI-SIMON et al., 2022). A análise 

do isolado costuma identificar organelas com potencial de membrana estável e morfologias 

saudáveis - indicando funcionalidade (COWAN et al., 2016; HUANG et al., 2016; ZHOU et 

al., 2016). É importante levar em consideração não só a quantidade de mitocôndrias obtidas 

com o isolamento, mas também a sua qualidade determinada pela avaliação da sua taxa 

respiratória (GOLLIHUE et al., 2017). 

 

 

1.2.2.4 Estratégias para avaliação da funcionalidade e potencial terapêutico de mitocôndrias 

isoladas 

 

Diversas são as técnicas empregadas para avaliação da capacidade respiratória, 

integridade, potencial de membrana e capacidade terapêutica de mitocôndrias isoladas. No 

entanto, as variações desses protocolos e ferramentas podem impactar nos resultados e em sua 

interpretação. Estudos de mitoterapia costumam avaliar, por exemplo, a quantidade de 

mitocôndrias obtidas com o isolamento (HUANG et al., 2016; SHI et al, 2017), a internalização 

de mitocôndrias exógenas e sua qualidade, por microscopia confocal (ZHOU et al., 2016; 

CHANG et al., 2017; ROBICSEK et al., 2018), imunohistoquímica (ZHOU et al., 2016; 

GOLLIHUE et al., 2018; CHANG et al, 2021) ou microscopia eletrônica de transmissão 

(KITANI et al., 2014) que permite a visualização da morfologia, incluindo o estado de cristais 

e membranas mitocondriais (CHANG et al., 2017; WANG et al., 2017; KIM et al, 2018). 

Para a análise da funcionalidade das mitocôndrias isoladas ou das mitocôndrias 

presentes nas células receptoras, podem ser mensurados: produção de ATP (PACAK et al., 

2015; SHI et al, 2017; KIM, 2018), ROS (SHI et al, 2017; KONARI et al, 2019; SHI; GUO; 

LIU, 2021), capacidade de tamponamento de cálcio (ZHOU et al., 2016; SHI et al, 2017) ou 

taxa de consumo de oxigênio (com equipamentos como SeahorseTM (SUN et al., 2019), 

OroborosTM (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et al, 2020; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 

2021) ou Clark Oxygen Electrode (ROBICSEK et al., 2018)).  

A marcação mitocondrial é um aspecto essencial para os estudos mitoterápicos, 

possibilitando a visualização e acompanhamento da internalização (GOLLIHUE et al., 2018). 

Os marcadores mitocondriais podem ser divididos entre dependentes ou independentes de 

voltagem (XIE et al., 2021). Um importante marcador dependente de voltagem é o JC-1 (iodeto 
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de 5,5´,6,6´-tetracloro-1,1,3,3´tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) (SHI et al, 2017; SUN et 

al., 2019; ZHANG et al., 2020), que pode indicar o potencial de membrana de mitocôndrias 

isoladas (ROBICSEK et al., 2018; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021; XIE et al., 2021) ou 

em células receptoras (YAN et al., 2020; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). Ainda, podem 

ser utilizados marcadores transgênicos (GOLLIHUE et al., 2017; KONARI et al, 2019; 

MAEDA et al., 2020), fluorescentes (HUANG et al., 2016; SUN et al., 2019; AHARONI-

SIMON et al., 2022) ou de análogos de nucleotídeos tipo bromodesoxiuridina (BrdU) (HUANG 

et al., 2016; CHANG et al, 2021). Uma estratégia muito usada, por exemplo, é a aplicação 

concomitante de mais de um marcador – um para organelas hospedeiras e outro para 

transplantadas (HUANG et al., 2016; KIM, 2018; SHI; GUO; LIU, 2021). 

 

 

1.3 JUSTIFICATIVA 

 

A mitoterapia é uma vantajosa possibilidade terapêutica para diversas condições 

patológicas. Ainda assim, em decorrência da variação dos métodos empregados, a 

administração terapêutica de mitocôndrias apresenta limitações quanto a sua aplicabilidade. 

Para assegurar maior confiança e reprodutibilidade à estratégia de reversão dos danos celulares 

e teciduais, são necessários estudos de padronização e otimização das técnicas. A avaliação de 

aspectos metodológicos da administração terapêutica de mitocôndrias irá potencializar o 

aprimoramento da mesma em inúmeras patologias. 

 

 

1.4 OBJETIVO GERAL 

 

O trabalho propõe explorar aspectos metodológicos para o aprimoramento da tecnologia 

de administração terapêutica de mitocôndrias, avaliando diferentes parâmetros associados com 

a estratégia de recuperação terapêutica, em situação de disfunção mitocondrial. 

 

 

1.4.1 Objetivos específicos 

 

 São objetivos específicos deste trabalho: 
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a) Estabelecer o modelo de degeneração in vitro com células de neuroblastoma 

humano Be(2)-M17 desafiadas com 6-hidroxidopamina (6-OHDA); 

b) Avaliar o potencial terapêutico (redução da degeneração) da administração de 

diferentes concentrações (doses terapêuticas) de mitocôndrias autólogas funcionais em células 

Be(2)-M17 desafiadas com 6-OHDA (padrão de referência); 

c) Avaliar diferentes protocolos de isolamento de mitocôndrias, utilizando células 

de neuroblastoma humano como referência, através do rendimento de proteínas mitocondriais 

e da análise da qualidade do isolado - com técnicas de oximetria de alta resolução; 

d) Após a escolha de um protocolo de isolamento com obtenção mitocondrial 

satisfatória, testá-lo utilizando diferentes tipos celulares como células doadoras de 

mitocôndrias, em relação ao tipo celular de referência.
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Resumo 

 A mitoterapia é uma técnica recente que busca reverter os danos mitocondriais através 

da administração de mitocôndrias íntegras. Ainda que já testada em diversas condições 

patológicas, diversos são os parâmetros que limitam a aplicabilidade da técnica. Dessa forma, o 

presente trabalho irá explorar os aspectos tecnológicos para o aprimoramento da mitoterapia. 

Para isso, foi estabelecido um modelo in vitro de degeneração, com cultivo de células de 

neuroblastoma humano Be(2)-M17 desafiadas com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), e foram 

avaliados protocolos de isolamento mitocondrial. Nesse cenário, o tratamento com mitocôndrias 

íntegras autólogas demonstrou apenas efeito danoso em decorrência da superdosagem de 

mitocôndrias. 

 

Palavras-chave: Mitoterapia, Neurodegeneração, Isolamento mitocondrial, Variações 

metodológicas. 

 

 

1. Introdução 

 

A mitoterapia é uma técnica recente caracterizada pelo uso terapêutico de mitocôndrias 

funcionais isoladas, com subsequente administração das mesmas em pacientes. Dentre as 

condições patológicas potencialmente tratadas por essa terapia estão: dano agudo pulmonar 

(Zhu et al. 2016; Moskowitzova et al. 2020), cardiomiopatias e isquemias cardíacas (Masuzawa 
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et al. 2013; Cowan et al. 2016; Emani et al. 2017), doença de Parkinson (Chang et al. 2016; Shi 

et al. 2017), lesão da medula espinhal (Gollihue et al. 2017; Lin et al. 2022) e declínio cognitivo 

(Ma et al. 2020; Alexander et al. 2021). 

Ainda não se conhece de forma satisfatória os mecanismos pelo qual o tratamento com 

mitocôndrias saudáveis exerce seus efeitos terapêuticos. De forma geral, a administração dessas 

organelas resulta na reversão do desequilíbrio metabólico, com suprimento das necessidades 

energéticas (Pacak et al. 2015; Wu et al. 2018) e recuperação da integridade celular e do tecido 

(Masuzawa et al. 2013; Emani et al. 2017; Moskowitzova et al. 2020), diminuição do estresse 

oxidativo (Konari et al. 2019; Chang et al. 2021), alterações na expressão gênica e sinalização 

celular (Konari et al. 2019; Alexander et al. 2021; Xie et al. 2021), diminuição da morte celular 

(Shi et al. 2017; Chang et al. 2021), e redução da inflamação (Yan et al. 2020; Lin et al. 2022). 

Embora a mitoterapia esteja se mostrando bastante promissora, sua implementação pode 

não ser livre de riscos (Chang et al. 2017), e apresenta limitações como a baixa internalização 

das organelas exógenas (Zhou et al. 2016; Wu et al. 2018), e o seu potencial efeito pró-

inflamatório (Huang et al. 2016; Gollihue et al. 2017). Em virtude de seu caráter incipiente, a 

da diversidade de métodos empregados, o transplante de mitocôndria carece de parâmetros 

otimizados, que promovam com a robustez necessária uma técnica confiável e reprodutível de 

reversão dos prejuízos celulares testados. Aspectos como o protocolo de isolamento 

mitocondrial, os modelos celulares doadores e receptores das organelas e as técnicas de 

avaliação do potencial terapêutico, impactam de forma significativa nos resultados. 

Assim, mais estudos são necessários para garantir a padronização e análise comparativa 

dos métodos, para assegurar melhor eficiência e confiabilidade à técnica. Dessa forma, o 

presente trabalho irá explorar os aspectos metodológicos para o aprimoramento da 

administração terapêutica de mitocôndrias, avaliando parâmetros associados com a estratégia 

de recuperação terapêutica, em situação de disfunção mitocondrial. Para isso, será estabelecido 

o tratamento autólogo de mitocôndrias íntegras de células de neuroblastoma humano Be(2)-

M17 em células, de mesma linhagem, em cenário degenerativo - desafiadas com o agente 

estressor 6-hidroxidopamina (6-OHDA). 

 

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1 Cultura celular 
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Em todas as etapas do trabalho, a não ser quando mencionado, foi utilizada a linhagem 

celular de neuroblastoma humano Be(2)-M17. A cultura dessas células foi mantida em garrafas 

com área de 75 cm², em meio high glucose DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB). Para avaliar a reprodutibilidade do protocolo de isolamento mitocondrial 

desenvolvido no presente projeto em diferentes linhagens celulares, foi utilizada a linhagem de 

células-tronco mesenquimais, gentilmente cedidas pela professora Fatima Theresinha Costa 

Rodrigues Guma do Departamento de Bioquímica da UFRGS. Essa linhagem foi mantida em 

meio low glucose DMEM suplementado com 10% de SFB. 

 

2.2 Curva de toxicidade de 6-hidroxidopamina 

Para a determinação da concentração de 6-OHDA capaz de reduzir em 50 % a 

viabilidade da cultura celular (DL50) as células de neuroblastoma humano Be(2)-M17, em 

placa de 24 poços com 150.000 células por poço, foram desafiadas com diferentes 

concentrações de 6-OHDA (15 µM, 20 µM, 25 µM e 30 µM) diluída em 0,1 % de ácido 

ascórbico. Depois de 1h 30 min de incubação, o meio com o agente estressor foi trocado e, 22 

h e 30 min depois, foi avaliada a viabilidade celular por ensaio de MTT. 

 

2.3 Isolamento de mitocôndrias 

Para o isolamento de mitocôndrias, dois protocolos distintos foram testados, conforme 

apresentado na Fig. 1. O primeiro protocolo, denominado “Isolamento mitocondrial com 

tampão de isolamento isotônico”, baseado no trabalho de Klamt (Klamt; Shacter, 2005). 

Basicamente, o isolamento inicia com duas repetições de lavagem e destacamento celular com 

cell scrappers em PBS 1x. Após uma centrifugação a 1.250x g, por 5 minutos, o pellet é 

ressuspenso em tampão isotônico (Manitol 220 mM, Sacarose 70 mM, HEPES 5 mM (pH: 7.4), 

EGTA 1 mM, BSA livre de ácidos graxos 0,5 mg/mL) e uma alíquota é retirada para a contagem 

de células com a câmara de Neubauer. As células são centrifugadas a 600x g por 5 minutos, e 

o pellet ressuspenso em tampão isotônico é homogeneizado, gentilmente, em potter Elvehjem 

por 5 minutos. A homogeneização mecânica é repetida mais uma vez e é realizada uma 

centrifugação a 600x g, por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante passa por centrifugações 

de 10 minutos a 2.000x g e 10.000x g. Para a retirada da alíquota para a quantificação de 

proteínas por método de BCA (ácido bicinconínico), o pellet é ressuspenso em tampão MiR-05 

modificado (EDTA 1 mM, MgCl2 3 mM, KH2PO4 10 mM, HEPES 20 mM, sacarose 110 mM, 

BSA livre de ácidos graxos 1g/L, taurina 20 mM, pH 7.1). Por fim, ocorre mais uma 
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centrifugação a 10.000x g, por 10 minutos, e o isolado mitocondrial é ressuspenso em tampão. 

O segundo protocolo foi desenvolvido a partir do primeiro método, com modificações 

baseadas no trabalho de Panov (Panov, 2013), e foi denominado “Isolamento mitocondrial com 

choque hipotônico”. Como apresentado na Fig. 1B, esse protocolo difere do primeiro em alguns 

pontos. Basicamente, as células, após uma lavagem com HBSS 1x, são destacadas gentilmente 

com cell scrappers. O mesmo processo é repetido e, para garantir a máxima obtenção de células, 

a garrafa é lavada com HBSS 1x. Após uma centrifugação de 600x g, por 5 minutos, o pellet é 

ressuspenso em 10 mL de HBSS 1x. Nessa etapa, é retirada uma alíquota para a contagem de 

células com a câmara de Neubauer. Depois de nova centrifugação à 600x g, por 5 minutos, o 

pellet ressuspenso é incubado por 10 minutos em 1 mL de tampão de isolamento hipotônico 

(Sacarose 100 mM, HEPES 5 mM (pH: 7.4), EGTA 1 mM). Após isso, é realizada a 

homogeneização mecânica, gentilmente, com 30 strokes. Em seguida, é adicionado às células 

o tampão de isolamento hipertônico (Manitol 660 mM, Sacarose 10 mM, HEPES 5 mM (pH: 

7.4), EGTA 1 mM, BSA livre de ácidos graxos 1,5 mg/mL), para a garantia do equilíbrio 

osmolar da solução, e é realizada uma centrifugação a 2.000x g, por 5 minutos. O sobrenadante 

coletado é mantido em gelo e o pellet ressuspenso em tampão de isolamento isotônico. Em 

seguida, o mesmo processo de homogeneização e centrifugação é repetido duas vezes. No fim 

dessa etapa, os sobrenadantes são centrifugados a 2.000x g, por 5 minutos e os novos 

sobrenadantes são juntados e centrifugados a 10.000x g, por 10 minutos. Depois, o pellet é 

ressuspenso em tampão de isolamento isotônico sem BSA (Manitol 220 mM, Sacarose 70 mM, 

HEPES 5 mM (pH 7.4)) e centrifugado a 10.000x g, por 10 minutos. Em seguida, é coletada 

uma alíquota do pellet ressuspenso, para quantificação de proteínas do material isolado pelo 

método de BCA. O isolado mitocondrial é mantido em gelo até a realização do teste 

mitoterápico. Para a oximetria de alta resolução, o isolado mitocondrial é novamente 

centrifugado a 10.000x g, por 10 minutos, e o pellet ressuspenso em tampão MiR-05 

modificado. Durante todo o processo, em ambos os protocolos, as células e isolado mitocondrial 

são mantidos na temperatura de 4ºC. 

 

FIGURA 1 

 

2.4 Determinação do potencial de membrana mitocondrial 

Para o estabelecimento de parâmetros de disfunção mitocondrial causados pelo 

tratamento com o neurotoxicante 6-OHDA, foi utilizada a sonda fluorescente JC-1 (iodeto de 
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5,5´,6,6´-tetracloro-1,1,3,3´tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), para a análise do potencial de 

membrana de mitocôndrias das células de neuroblastoma humano Be(2)M-17, em placa de 24 

poços, como descrito por Peruzzotti-Jametti (Peruzzotti-Jametti et al. 2021). Em resumo, depois 

do desafio com 6-OHDA por 1h e 30min, foi realizada a troca de meio e adicionado a marcador 

JC-1 na concentração em 10 µg/mL. Para o controle positivo de despolarização foi utilizado 

carbonilcianeto-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP) 10 mM. Após uma incubação a 37ºC 

por 20 minutos, as células foram destacadas da placa com tripsina, e centrifugadas a 1.000x g, 

por 3 minutos. Os pellets ressuspensos em PBS 1x foram dispostos em placas de fundo preto. 

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado pela relação da fluorescência vermelha 

e verde em comprimentos de onda de excitação de 470 nm e de emissão de 540 e 590 nm. A 

cor vermelha se acumula sob a forma de agregados-J em mitocôndrias polarizadas. Já quando 

a organela está despolarizada, o JC-1 permanece na forma de monômeros e emite a cor verde 

(Yan et al. 2020). 

 

2.5 Oximetria de alta resolução 

A análise da funcionalidade das mitocôndrias isoladas foi determinada por respirometria 

em oxígrafo de alta resolução (Oroboros O2k, Innsbruck, Áustria), assim como reportado em 

trabalhos anteriores (Chang et al. 2016; Wu et al. 2018; Nascimento-dos-Santos et al. 2020). 

Após a purificação, as mitocôndrias foram ressuspensas em tampão MiR-05 modificado. O 

perfil de respiração foi avaliado pela adição seriada, na chamber contendo as organelas, dos 

substratos mitocondriais: glutamato 2M, malato 0,8 M, ADP 0,5 M, piruvato 2M e succinato 

1M. Em seguida, foi adicionado o indicador da integridade da membrana mitocondrial 

citocromo C 4 mM. O fator de controle do citocromo C foi calculado como a subtração por 1 

do produto do estado de respiração prévio à adição do citocromo C dividido pelo estado de 

respiração posterior à adição do citocromo C (Gnaiger, 2014). Para a determinação da atividade 

dos diferentes processos envolvidos com a produção de ATP e respiração mitocondrial, foram 

adicionadas as drogas Oligomicina 2 µg/mL, FCCP 1 mM, Rotenona 1 mM e Antimicina 5 

mM. A razão de controle respiratório (RCR) foi calculada como indicativo do acoplamento de 

OXPHOS. As leituras foram normalizadas pelo conteúdo de proteínas mitocondrial 

determinado pelo teste de quantificação de proteínas BCA. Todos os experimentos para avaliar 

a função mitocondrial foram realizados a 37ºC. 

 

2.6 Tratamento mitoterápico in vitro 
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Para avaliação do potencial da terapia mitocondrial em mitigar a morte celular induzida 

pelo toxicante 6-OHDA em modelo in vitro de degeneração, as células de neuroblastoma 

humano Be(2)-M17, em placa de 24 poços, com 150.000 células por poço, receberam a DL50 

de 6-OHDA. Após 1 h e 30 minutos de incubação, o agente estressor foi retirado e diferentes 

concentrações de doses terapêuticas de mitocôndrias íntegras, provenientes de células de 

neuroblastoma humano Be(2)-M17 saudáveis, foram administradas veiculadas em tampão de 

isolamento isotônico sem BSA. 22 h depois, foram registradas imagens ilustrativas de cada 

poço, utilizando EVOS Cell Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific). 22 h e 30 minutos 

depois da retirada da 6-OHDA, foi realizada a mensuração da viabilidade celular por ensaio de 

MTT. 

 

 

3. Resultados e discussão 

 

3.1 Modelo de neurodegeneração 

 

Para avaliar os aspectos tecnológicos do transplante de mitocôndrias, foi estabelecido 

um modelo in vitro de degeneração, com o objetivo subsequente de administrar mitocôndrias 

íntegras autólogas e analisar a capacidade de reversão potencial da degeneração com a 

quantificação da viabilidade celular (Fig. 2). Para isso, a linhagem celular de neuroblastoma 

humano Be(2)-M17 foi desafiada com a 6-OHDA, um neurotoxicante que induz estresse 

oxidativo e danifica estruturas como citoesqueleto, núcleo e mitocôndrias (Simola; Morelli; 

Carta, 2007). Tanto o modelo celular quanto o agente estressor estão muito presentes em 

estudos de neurociência (Huang et al. 2016; Choi et al. 2017), como por exemplo em modelos 

pré-clínicos da doença de Parkinson (Bisaglia et al. 2010), uma neurodegeneração associada 

com disfunções mitocondriais (Moon; Paek, 2015). 

 

FIGURA 2 

 

O modelo de degeneração in vitro com a 6-OHDA foi determinado com a identificação 

da dose letal que reduz em 50 % a viabilidade celular (DL50). Para isso, foi realizada uma curva 

de toxicidade com 6-OHDA, em que as células de neuroblastoma humano foram incubadas por 

1h e 30 min com diferentes concentrações do agente estressante. 22 h e 30 min após a remoção 

da 6-0HDA, a viabilidade celular foi determinada com o ensaio de MTT (Fig. 3). O resultado 
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indicou que a DL50 da 6-OHDA é 20 µM - concentração que foi usada nos subsequentes 

experimentos. 

 

FIGURA 3 

 

Para a avaliação das potenciais disfunções mitocondriais resultantes do desafio com a 

6-OHDA, no modelo de degeneração in vitro estabelecido, foi analisada a perda do potencial 

de membrana mitocondrial. Para isso, após a incubação por 1h e 30min com a 6-OHDA, as 

células de neuroblastoma humano foram incubadas com o fluoróforo JC-1 - um indicador da 

funcionalidade da organela. Assim, a marcação de células de neuroblastoma humano com JC-

1 sugere que as mitocôndrias dessas células apresentam um moderado, porém estatisticamente 

significativo, estado de despolarização de cerca de 25%, em relação ao controle (Fig. 4). Como 

controle positivo da despolarização, foi utilizado o ionóforo de protons carbonil cianetop-

Trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP), que apresentou uma taxa de despolarização de 65%. 

Esse resultado contribui para a validação do modelo in vitro de degeneração para estudos de 

transplante de mitocôndrias, justamente por apresentar, após 1h 30 min de incubação com 6-

OHDA, o início do processo de disfunção mitocondrial e degeneração. Dessa forma, foi 

estabelecido, no modelo de referência, o período de 1h e 30min para o início do tratamento com 

mitocôndrias íntegras, com o propósito de avaliar a capacidade terapêutica de reversão do 

processo de degeneração, em contraste com outras abordagens, de caráter neuroprotetor, com a 

administração prévia ao início da degeneração. 

 

FIGURA 4 

 

3.2 Isolamento mitocondrial isotônico de células de neuroblastoma humano 

 

Para o isolamento de mitocôndrias, foram testados dois protocolos distintos, em células 

de neuroblastoma humano. O primeiro método, denominado “Isolamento mitocondrial 

isotônico”, foi realizado assim como reportado em Klamt (Klamt; Shacter, 2005) (Fig. 1A). O 

protocolo foi selecionado por ser relativamente simples - vantagem importante para uma técnica 

que busca, no futuro, a translação clínica - e por incluir as principais etapas básicas observadas 

na literatura de isolamentos mitocondriais. Para a validação do método de isolamento, foram 

avaliados parâmetros de rendimento, com a técnica de BCA, e qualidade, através do perfil de 

respiração das organelas obtidas, utilizando o método de respirometria de alta resolução 
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(Oroboros O2k). Assim, foi constatado que o protocolo de isolamento mitocondrial isotônico 

não é eficiente para a obtenção de mitocôndrias funcionais de neuroblastoma humano, uma vez 

que resultou em um rendimento de menos de 0,01 µg de proteínas mitocondriais por milhão de 

células, e falta de detecção de consumo de oxigênio com a respirometria de alta resolução (Fig. 

5A). 

 

     FIGURA 5 

 

3.3 Isolamento mitocondrial com choque hipotônico de células de neuroblastoma humano 

 

Para a otimização da técnica de isolamento mitocondrial, o segundo protocolo foi 

desenvolvido a partir do primeiro método, com modificações baseadas no trabalho de Panov 

(Panov, 2013), e foi denominado “Isolamento mitocondrial com choque hipotônico”. Como 

apresentado na Fig. 1B, esse protocolo difere do primeiro em alguns pontos. A principal 

modificação consistiu no acréscimo da etapa de lise osmótico, incubando as células de 

neuroblastoma humano com tampão de isolamento hipotônico por 10 minutos, antes do uso do 

homogeneizador mecânico potter Elvehjem. A diminuição da osmolaridade atua contribuindo 

para o rompimento das células (Fernández-Vizarra et al. 2010; Patel et al. 2017). Terminada a 

lise mecânica, é adicionado um tampão de isolamento hipertônico - tornando a solução 

isotônica. A técnica de isolamento mitocondrial foi validada a partir de parâmetros de 

quantidade de proteínas mitocondriais obtidas e perfil de respiração das mitocôndrias íntegras, 

para estabelecer confiabilidade. O método de quantificação de proteínas com BCA indicou 

resultados satisfatórios quanto ao rendimento, com uma média de 5,154±1,73 µg de proteínas 

mitocondriais por milhão de células de neuroblastoma humano em dez preparações diferentes 

(n=10) (Tabela 1). Ainda, a repetição do protocolo indicou a reprodutibilidade do método, com 

baixa variação do rendimento, se apresentando como um método de isolamento mitocondrial 

confiável. 

 

TABELA 1 

 

Como parâmetro para determinação da qualidade das mitocôndrias isoladas, foi 

monitorado o consumo de oxigênio, através de método de Respirometria de Alta Resolução, 

Oroboros O2k. O resultado indicou mitocôndrias funcionais com qualidade satisfatória (Fig. 

5B e 5C). A adição seriada de substratos mitocondriais (glutamato, malato, ADP, piruvato e 
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succinato) foi associada com aumento do consumo de oxigênio. Foi constatado que a resposta 

mais intensa de respiração ocorreu após a adição de succinato, em comparação, por exemplo, 

com os substratos do complexo I. Ainda, os substratos glutamato e malato apresentaram efeitos 

menos pronunciados, em comparação com o succinato, podendo indicar que o perfil de 

respiração das mitocôndrias está mais associado com o complexo II da cadeia respiratória, que 

interage diretamente com o succinato, em detrimento do complexo I, que é representado mais 

pelo glutamato e malato (Tretter; Patocs; Chinopoulos, 2016). Em seguida, foi adicionado às 

mitocôndrias o citocromo C, um indicador da qualidade, pois este só ingressa na organela se 

houver alguma perda da integridade da membrana externa mitocondrial. O citocromo C atua no 

transporte de elétrons da cadeia respiratória, e está associado com o aumento do consumo de 

oxigênio (Puchowicz et al. 2004). Na Figura 5B e 5C, a falta de alteração da respiração após a 

adição do citocromo C é um indicativo da integridade da membrana das organelas isoladas 

(Kunz et al. 2000). Esse parâmetro de qualidade da organela pode ser expresso pelo fator de 

controle do citocromo C que, no caso, resultou em uma média de 0,234±0,02 em três 

preparações independentes (n=3), refletindo a qualidade das organelas. A etapa final do 

monitoramento da respiração consiste em adições de agentes que bloqueiam as funções 

respiratórias. A partir da adição da oligomicina, que bloqueia a ATP sintase, é possível 

mensurar o consumo de oxigênio envolvido com a produção de ATP. A detecção de uma taxa 

de consumo de oxigênio após a administração da oligomicina aponta para a presença de um 

desacoplamento entre o consumo de oxigênio e a síntese de ATP (Proton Leak). O FCCP, por 

sua vez, causa o desacoplamento da fosforilação oxidativa e possibilita a mensuração da 

respiração máxima. Porém, vemos que a respiração máxima já havia sido atingida com a adição 

de succinato, atestando mais uma vez para a funcionalidade do isolado mitocondrial. Outro 

indicativo da qualidade das mitocôndrias é a razão de controle respiratório (RCR), calculada 

pela razão do consumo máximo de oxigênio pelo consumo durante o estado de respiração de 

proton leak. O valor médio de RCR de 2,72±0,46 em três preparações independentes (n=3) 

(Fig. 5D) indica que há certo desacoplamento entre a produção de ATP e a oxidação dos 

substratos mitocondriais, como já apontado pela observação do estado de Proton Leak 

(Gneiger, 2014). O RCR contribui para a confirmação do método de isolamento mitocondrial 

com choque hipotônico como uma abordagem robusta em relação a quantidade de organelas 

obtidas, e, ainda que resulte em organelas com certo desacoplamento, garante mitocôndrias 

íntegras com satisfatória capacidade respiratória. 

 

3.3 Isolamento mitocondrial com choque hipotônico de células-tronco mesenquimais 
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Buscando a validação do método de isolamento mitocondrial com choque hipotônico, 

foi testada a reprodutibilidade da técnica, utilizando a linhagem celular de células-tronco 

mesenquimais. A quantificação proteica do isolamento resultou em um rendimento de 14,62 µg 

por milhão de células, superior ao obtido com a linhagem Be(2)-M17 (Tabela 1), sugerindo 

que células-tronco mesenquimais apresentam a vantagem de possuir mais mitocôndrias por 

células, em comparação com as células de neuroblastoma humano. De fato, está bem 

estabelecido que o conteúdo de mitocôndrias tipicamente apresenta uma relação de linearidade 

com o tamanho celular, onde tipos celulares maiores costumam possuir uma maior quantidade 

dessas organelas (Kitami et al. 2012; Rafelski et al. 2012). Ainda assim, foram constatadas 

baixas quantidades totais de proteínas mitocondriais resultantes do isolamento. Isso ocorreu 

provavelmente porque foi utilizado um menor número de células no isolamento, uma vez que 

as células-tronco mesenquimais apresentam um diâmetro celular consideravelmente maior 

comparado à células Be(2)-M17. Uma garrafa de cultura de 180 cm2 com 80% de confluência 

possui apenas 2 milhões de células-tronco mesenquimais, enquanto uma cultura de células 

Be(2)-M17 nas mesmas condições possui aproximadamente 9 milhões de células. Isso indica 

que em estudos mitoterápicos deve ser considerada com cuidado a quantidade de células 

cultivadas necessárias para atingir as doses mitocondriais necessárias, dependendo do tipo 

celular doador escolhido. É possível também que o método de isolamento mitocondrial 

desenvolvido ainda não seja adequado para outros tipos celulares, porém o maior rendimento 

na análise comparativa de linhagens celulares aponta para a estabilidade da técnica de 

isolamento. Devido a baixa quantidade de mitocôndrias obtidas não foi possível avaliar a 

qualidade das organelas purificadas a partir da mensuração da taxa de consumo de oxigênio por 

ensaio de oximetria (Fig. S1). Assim, uma limitação da técnica foi imposta pela sensibilidade 

do aparelho de oximetria, e requer determinada quantidade mínima de organelas funcionais 

para uma mensuração competente do consumo de oxigênio. Por exemplo, Gnaiger, E. afirmou 

que a respirometria de alta resolução possibilita o estudo de mitocôndrias isoladas em 

quantidade menores, como 40 µg de proteínas mitocondriais (Gnaiger, 2001). Alguns dos 

isolamentos de células-tronco mesenquimais não atingiram tal limite mínimo. 

 

3.4 Tratamento com mitocôndrias autólogas 

 

Por fim, para a determinação da capacidade de reversão da degeneração, a terapia de 

transplante de mitocôndrias íntegras autólogas foi testada utilizando a condição de degeneração 
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in vitro previamente estabelecida (Fig. 2). Foram aplicadas 4 doses terapêuticas potenciais (1,25 

µg; 2,5 µg; 5 µg e 10 µg). A escolha dos valores ocorreu após avaliação da literatura existente 

e representam uma relação de 1,45X a 11,6X a quantidade de proteínas mitocondriais estimada 

para 150 mil células Be(2)-M17 em cada poço da placa de 24 (Gollihue et al. 2017; Shi et al. 

2017; Robicsek et al. 2018). Infelizmente, nenhuma das doses mitocondriais avaliadas ofereceu 

benefício terapêutico (Fig. 6). O resultado atesta a dificuldade de se atingir o efeito de reversão 

da degeneração, em comparação com estudos que aplicam o agente benéfico com uma 

abordagem de neuroproteção profilática ou concomitante com o fator de estresse. Diversos são 

os exemplos utilizando o modelo de degeneração de 6-OHDA que buscam a neuroproteção e 

não a reversão do processo de morte celular in vitro e in vivo (Gong et al, 2012; Lee et al. 2018; 

Li et al. 2021). Realmente, a abordagem profilática de neuroproteção é mais viável, porém o 

presente trabalho optou pela estratégia de tratamento buscando reverter a degeneração que já 

está em curso – mimetizando a situação clínica em que o paciente é diagnosticado com a doença 

quando a degeneração é constatada. Por outro lado, existem exemplos de estudos mitoterápicos 

que conseguiram demonstrar efeitos positivos frente a abordagem de neurorecuperação (Cowan 

et al. 2016; Huang et al. 2016; Chang et al. 2021). Na Fig. 6B, é possível notar o caráter linear 

do efeito danoso da superdosagem de mitocôndrias, apresentando uma correlação de toxicidade 

em função do aumento da dose terapêutica administrada - principalmente nas doses de 5 e 10 

µg. Concordando com isso, Kitani et al também reportou citotoxicidade em decorrência da 

adição excessiva de mitocôndrias, com decréscimo da viabilidade celular em função do 

aumento da dose de concentrações mitocondriais mais altas, que chegaram a 25 µg/mL (Kitani 

et al. 2014). Certos estudos de mitoterapia reportaram o potencial efeito danoso associado com 

a administração de mitocôndrias (Huang et al. 2016; Gollihue et al. 2018; Chang, 2021), que 

podem servir como fonte de Padrões Moleculares Associados a Efeitos Danosos (DAMP’s). 

Seus componentes são reconhecidos no meio extracelular por receptores específicos (Puhm et 

al. 2019; Zhu et al 2018), podendo resultar em dano celular e tecidual como início e propagação 

de neurodegenerações (Joshi et al. 2019), sepse (Krychtiul et al. 2015), fibrose hepática (An et 

al. 2020) e inflamação em eventos isquêmicos (Puhm et al. 2019). O efeito tóxico em 

decorrência da superdosagem de mitocôndrias (a administração mais alta avaliada equivaleu a 

11,6X a quantidade de proteínas mitocondriais estimadas no poço de uma placa de 24 com 150 

mil células Be(2)-M17) é um aspecto importante a ser considerado durante o processo de 

escolha das doses terapêuticas. Assim, estratégias como a estimativa de proteínas mitocondriais 

por população de células podem auxiliar no direcionamento do tratamento mitoterápico. Por 

fim, observamos que a menor quantidade, 1,25 µg, ainda que não significativa, indica uma 
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tendência de reversão da degeneração. 

 

FIGURA 6 

 

 

4. Conclusões 

 

Em termos de aplicabilidade da mitoterapia, ainda é necessário o estabelecimento de 

parâmetros confiáveis de reprodutibilidade e capacidade de reversão dos danos celulares. 

Vários são os aspectos técnicos que impactam na capacidade de reversão da degeneração 

celular. No presente trabalho, foi desenvolvido um protocolo de isolamento mitocondrial, 

validado com técnica de respirometria, que demonstrou estabilidade em termos de rendimento 

de proteínas mitocondriais, mas não reprodutibilidade quando aplicado em outras linhagens 

celulares. Ainda, após estabelecida uma condição de degeneração in vitro, foi constatado o 

potencial efeito tóxico do transplante autólogo de mitocôndrias. 
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Legendas das figuras e tabelas 

 

Figura 1. Comparação dos protocolos de isolamento mitocondrial. Apresentação comparativa 

do (a) isolamento mitocondrial isotônico (Klamt; Shacter, 2005) e (b) isolamento mitocondrial 

com choque hipotônico (Panov, 2013). Cada método foi descrito de forma detalhada nos 

Materiais e Métodos (sessão 2.3). O sinal ‘*’ indica a etapa de retirada de uma alíquota para 

contagem de células em câmara de Neubauer. O sinal ‘#’ indica a etapa de retirada de uma 

alíquota para a quantificação de proteínas por ensaio de BCA. 

 

Figura 2. Cronograma do modelo de referência in vitro de estudos mitoterápicos. Um dia antes 

do desafio com a DL50 da 6-OHDA, as células de neuroblastoma humano foram dispostas em 

placas de 24 poços. A células foram incubadas com o neurotoxicante por 1h e 30min e, após a 

retirada da 6-OHDA, foram administradas doses terapêuticas de mitocôndrias íntegras 

autólogas recentemente isoladas de células de neuroblastoma humano saudáveis. 22h e 30min 

depois, a viabilidade celular foi mensurada com o ensaio de MTT. 

 

Figura 3. Curva de neurotoxicidade da 6-OHDA. Avaliação de viabilidade da cultura celular 

da linhagem Be(2)-M17 disposta em placa de 24 poços, incubadas com diferentes 

concentrações (15 µM; 20 µM; 25 µM; 30 µM) de 6-OHDA por 1h30min. (a) Curva de 

toxicidade com a viabilidade celular em relação ao controle (eixo y) em função da concentração 

de 6-OHDA (eixo x). (b) Representação gráfica em colunas da dose letal que diminui a 

viabilidade da cultura em 50% (DL50). (n=5) 

 

Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial. Determinação com JC-1 do potencial de 

membrana mitocondrial (ΔΨM) em cultura de células de neuroblastoma humano após a 

incubação de 1,5h com 20 µM de 6-OHDA. Para o controle positivo da despolarização da 

membrana mitocondrial foi utilizado o desacoplador de membrana mitocondrial FCCP. (n=4) 

 

Figura 5. Oximetria de alta resolução do isolamento mitocondrial de células de neuroblastoma 

humano. Respirometria registrada com o equipamento Oroboros-O2k. A curva azul demonstra 

a concentração de oxigênio na chamber selada, e a curva vermelha representa o consumo de 

oxigênio pela quantidade de proteínas mitocondriais. Para a determinação do perfil de consumo 

de oxigênio em função do tempo, foram realizadas administrações sequenciais de substratos 

mitocondriais (Glutamato 2M (glut), Malato 0,8 M (mal), ADP 0,5 M (ADP), Piruvato 2M (pir) 
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e Succinato 1M (suc)), Citocromo C 4 mM (cit), Oligomicina 2 µg/mL (oligo), FCCP 1 mM 

(fccp), Rotenona 1 mM (rot) e Antimicina 5 mM (ama). (a) Registro indicando ausência de 

mitocôndrias funcionais obtidas com o protocolo de isolamento mitocondrial isotônico de 

células de neuroblastoma humano. (b) Oximetria monitorando o consumo de oxigênio de 

mitocôndrias obtidas com o protocolo de isolamento mitocondrial com choque hipotônico em 

células de neuroblastoma humano. Ao lado, indicação dos parâmetros respectivos de cada 

experimento realizado, informando a respeito de concentração de proteínas mitocondriais 

(µg/106) obtidas através de método de BCA (n=10), razão de controle respiratório (RCR) e fator 

de controle de citocromo C. (n=3) (c) Representação gráfica da média dos resultados obtidos 

na (b), com a Taxa de consumo de oxigênio (pmol/s mg prot) no eixo ‘y’ em função do tempo 

(Minutos) no eixo ‘x'. (d) Indicação gráfica dos parâmetros respectivos de cada experimento 

contidos na (b). 

 

Figura 6. Transplante de mitocôndrias autólogas em modelo de células de neuroblastoma 

humano. Tratamento com diferentes doses de mitocôndrias funcionais obtidas de células de 

neuroblastoma humano e incubadas por 22h e 30min com células de neuroblastoma humano 

previamente desafiadas por 1h30min com 6-OHDA (a) Imagens ilustrativas obtidas com EVOS 

Cell Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific) dos grupos experimentais: Veículo (ácido 

ascórbico), 20 µM 6-OHDA, doses mitocondrias (1,25 µg; 2,5 µg; 5 µg e 10 µg) e doses 

mitocondriais após o desafio com 20 µM de 6-OHDA. (b) Gráfico representando viabilidade 

celular em função dos diferentes grupos experimentais. No grupo tampão foi administrado 

apenas o tampão de isolamento isotônico sem BSA. (n=4) 

 

Tabela 1. Rendimento do isolamento de mitocondriais com choque hipotônico de células de 

neuroblastoma humano e células-tronco mesenquimais. Quantificação de proteínas 

mitocondriais através do método de BCA com o método de isolamento mitocondrial com 

choque hipotônico, expresso em proteínas mitocondriais por milhão de células (µg/106 células). 

Comparação do rendimento utilizando células de neuroblastoma humano (n=11) e células-

tronco mesenquimais (n=3).  
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Figuras 

a) Protocolo de Isolamento Mitocondrial 
Isotônico 

 
Cultura de neuroblastoma humano 

(garrafa de 182 cm²) 

 

  
Destacar células com cell scrapper 

em PBS 1x (2x) 

 
 
 

 

b) Protocolo de Isolamento Mitocondrial 
com Choque Hipotônico 

 

 Cultura de neuroblastoma humano 

(garrafa de 182 cm²) 

 
Destacar células com cell scrapper em 

HBSS 1x (2x) 
 
 

Centrifugar 600x g, 5 min. 
 

Centrifugar 1.250x g, 5 min. 

 

 
 

Ressuspender em tampão de 
isolamento isotônico 

* 
Centrifugar 600x g, 5 min 

 

 
Lise mecânica com 

homogeneizador por 10 min. em 
tampão isotônico 

 

 
Centrifugar: 

600x g, 10 min; 
2.000x g, 10 min; 

10.000x g, 10 min;  
  

 
Ressuspender em tampão MiR05 

modificado 

# 
 

Centrifugar 10.000x g 

 

 

 
Ressuspender em tampão 

 

 
 

Ressuspender em HBSS 1x 
 

* 
Centrifugar 600x g, 5 min 

 

 

 
Incubar em gelo por 10 min. em 

tampão hipotônico 

 

 
Lise mecânica com homogeneizador 

(30 strokes) 

 

 
Equilibrar osmolaridade da solução 

com tampão hipertônico e centrifugar 
2.000x g, 5 min. 

 
 

Guardar sobrenadante. Homogeneizar 
(30 strokes) o pellet em tampão isotônico 

e centrifugar 2.000x g, 5 min. 

 

 
Centrifugar: 

2.000x g, 5 min. 
10.000x g, 10 min. 

 

Ressuspender em tampão isotônico 
sem BSA 

# 
 

Centrifugar 10.000X g, 10 min. 

 

 

 
Ressuspender em tampão

 
Figura 1. Comparação dos protocolos de isolamento mitocondrial.   
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Figura 2. Cronograma do modelo de referência in vitro de estudos mitoterápicos.  
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Figura 3. Curva de neurotoxicidade da 6-OHDA.  
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Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial.  
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Figura 5. Oximetria de alta resolução do isolamento mitocondrial de células de neuroblastoma 

humano.   
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Figura 6. Transplante de mitocôndrias autólogas em modelo de células de neuroblastoma 

humano.  
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Lista de tabelas  

 

Quantidade de proteínas mitocondriais por milhão de células 

      
      
 

 

      
      
      
 

 

      

Be(2)-M17  
 (µg / 10⁶ células) 

MSC 
 (µg / 10⁶ células) 

5,58 — 

6,06 — 

3,22 — 

4,31 — 

4,16 — 

2,97 — 

6,97 — 

7,02 6,42 

7,70 8,42 

3,55 29 

Médias 5,15 14,61 

Tabela 1. Rendimento do isolamento de mitocondriais com choque hipotônico de células de 

neuroblastoma humano e células-tronco mesenquimais. 
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Legenda figura suplementar 

 

 

Figura S1. Oximetria de alta resolução do isolamento mitocondrial de células-tronco 

mesenquimais obtido pelo método de choque hipotônico. Imagens ilustrativas (a, b, c) da leitura 

alterada do equipamento Oroboros O2k, em decorrência da baixa quantidade de mitocôndrias 

de células-tronco mesenquimais obtidas com o isolamento mitocondrial com choque 

hipotônico. A curva azul demonstra a concentração de oxigênio na chamber selada, e a curva 

vermelha representa o consumo de oxigênio pela quantidade de proteínas mitocondriais. Para a 

determinação do perfil de consumo de oxigênio em função do tempo, foram realizadas 

administrações sequenciais de ADP 0,5 M (ADP), Succinato 1M (suc), Citocromo C, 4 mM 

(cit), Oligomicina 2 µg/mL (oligo) e FCCP 1 mM (fccp). (n=3) 
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Figura Suplementar 

 

Figura S1. Oximetria de alta resolução do isolamento mitocondrial de células-tronco 

mesenquimais obtido pelo método de choque hipotônico.  
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 

 Vários são os aspectos técnicos da administração de mitocôndrias íntegras que 

impactam na capacidade de reversão do estresse celular, e influenciam em parâmetros de 

confiabilidade e reprodutibilidade. A partir da padronização de um cenário de degeneração in 

vitro utilizando células de neuroblastoma humano desafiadas com 6-OHDA, foram 

demonstrados que fatores, como tipo celular doador de mitocôndrias, protocolo de isolamento 

mitocondrial, e dose terapêutica, impactam na capacidade de reversão da degeneração. Foi 

observado, ainda, correlação de toxicidade associada com a superdosagem de mitocôndrias. 

Diversas das características técnicas avaliadas afetam e podem representar um fator limitante 

para a otimização e aplicabilidade da mitoterapia. Dessa forma, a continuação dos estudos de 

avaliação comparativa dos métodos são fundamentais para o aprimoramento da técnica. 

 Em experimentos futuros será necessário validar o protocolo de isolamento 

mitocondrial com choque hipotônico em relação à reprodutibilidade. Para isso, serão 

promovidos isolamentos com linhagens celulares alternativas, atentando às características 

intrínsecas de cada cultura de células, e aprimorando o protocolo caso seja necessário. Com 

relação à mitoterapia, buscaremos encontrar uma dose terapêutica de mitocôndrias que seja 

capaz de reverter os efeitos degenerativos em células de neuroblastoma humano, causados por 

6-OHDA. A partir disso, serão testadas mitocôndrias provenientes de outros tipos celulares no 

modelo de estresse celular utilizado neste trabalho - comparando os resultados e associando-os 

com o perfil respiratório das organelas exógenas, determinada por oximetria de alta resolução. 

Também, buscaremos aprimorar a qualidade da detecção dos efeitos benéficos pós-tratamento 

- utilizando técnicas de fluorescência para visualização da internalização de organelas exógenas 

e determinando a possível melhora das células de neuroblastoma humano desafiadas com 6-

OHDA depois do tratamento. De forma geral, seguiremos buscando aprimorar os aspectos 

técnológicos da mitoterapia. 
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ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA 
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