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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a funcdo respiratoria
mitocondrial de frag6es de musculo cardiaco de ratos, armazenadas ao longo do
tempo em diferentes tipos de solu¢cdes de preservacao e criopreservacao. Para
o efeito, fracbes dos ventriculos esquerdos (VE) foram colhidas e avaliadas
imediatamente, apds 1, 3 e 7 dias de armazenamento em Custodiol (CO) e
Hypothermosol (HT), na forma de fibras ou tecido, e apdés 1 e 2 meses em
diferentes condicdes de criopreservacao. Fracdes dos ventriculos direitos (VD)
foram mantidas no sistema MyoDish e na forma de Living Myocardial Slices
(LMS) e avaliadas a fresco e ap0s 2 e 4 dias de armazenamento.

A avaliacdo da funcionalidade mitocondrial foi realizada em Respirometros de
Alta Resolugéo (Oroboros O2k) segundo o protocolo SUIT-014.

A preservacdo da funcionalidade respiratéria mitocondrial associada ao
complexo | em estado OXPHOS, até ao 3° dia, sé foi garantida pelo CO a 4 °C.
Quanto a funcionalidade mitocondrial do complexo Il, 0 CO a 4 °C é a solucdo
gue melhor preserva amostras até ao 7° dia. Quanto a integridade da membrana
externa mitocondrial, a metodologia mais eficaz foi a preservagcdo das amostras
na forma de LMS. A condicdo 1 foi a que se mostrou mais eficaz na
criopreservagdo na funcionalidade mitocondrial do complexo | em estado
OXPHOS até ao 1° més, enquanto que relativamente ao complexo Il todas as
condicGes foram eficazes até ao 2° més. Quanto a integridade da membrana
externa mitocondrial, a condicao 2 foi a que se mostrou mais eficaz.

Tendo em conta os resultados obtidos, a utilizacdo de diferentes métodos
de preservacdo e criopreservacdo, a curto e a longo prazo, deve ser
criteriosamente elegida em funcdo dos objetivos especificos relativos a

funcionalidade respiratoria mitocondrial.

Palavras-chave: Mitocdndrias, Custodiol, Hypothermosol, Musculo Cardiaco,
MyoDish, Living Myocardial Slices (LMS), OROBOROS
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Abstract

The present study aimed to evaluate the mitochondrial respiratory function of heart
muscle fractions from mice, stored over time in different types of preservation and
cryopreservation solutions and conditions. For this purpose, fractions of the left
ventricles (LV) were collected and evaluated immediately, after 1, 3, and 7 days of
storage in Custodiol (CO) and Hypothermosol (HT), either as fibers or tissue, and after
1 and 2 months under different cryopreservation conditions. Fractions of the right
ventricles (RV) were stored in the MyoDish culture medium in the form of Living
Myocardial Slices (LMS) and evaluated fresh and after 2 and 4 days of storage.

The evaluation of mitochondrial respiratory functionality was carried out in High-
Resolution Respirometers (Oroboros O2k) according to the SUIT-014 protocol.
Mitochondrial functionality associated with complex | in the OXPHOS state was only
preserved by CO at 4 °C up to the 3rd day. Regarding mitochondrial functionality of
complex Il, CO at 4 °C was the solution that best preserved samples up to the 7th day.
Concerning the integrity of the outer mitochondrial membrane, the most effective
method was preserving the samples in the form of LMS. Condition 1 was the most
effective for cryopreservation of mitochondrial functionality of complex | in the
OXPHOS state up to the 1st month, while for complex Il, all conditions were effective
up to the 2nd month. However, and regarding the integrity of the outer mitochondrial
membrane, condition 2 proved to be the most effective.

Considering the obtained results, the use of different preservation and
cryopreservation methods, both short and long term, must be carefully chosen based

on the specific objectives related to mitochondrial respiratory functionality.

Keywords: Mitochondria, Custodiol, Hypothermosol, Cardiac Muscle, MyoDish, Living
Myocardial Slices (LMS), OROBOROS
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1. Introducao

Ao longo dos anos, o papel das mitocondrias na biologia celular e na saude
humana tem sido amplamente reconhecido. As primeiras descobertas, iniciadas
em 1857 e nomeadas por Carl Benda em 1898, revelam que as mitocondrias
sao organelos criticos para a regulacdo da homeostasia celular e a producéo de
ATP (Rossmann et al., 2021). Adicionalmente, a teoria endossimbiotica de Lynn
Margulis, apresentada em 1967, mudou a maneira como entendemos a origem
das mitocondrias (San-Millan, 2023). Hoje sabe-se que as mitocéndrias séo
incrivelmente capazes de se adaptar a uma variedade de condi¢des, uma das
quais é o exercicio fisico (Zanini et al., 2021). Além disso, € conhecido que essas
adaptacdes induzidas pelo exercicio fisico melhoram a eficiéncia metabdlica e a
qualidade mitocondrial, oferecendo beneficios preventivos e terapéuticos que
ndo podem ser replicados por farmacos de uma forma tdo pleiétropica e néo
apresentam, de uma forma geral, efeitos secundarios ou contraindicacées
(Oliveira et al., 2021). Efetivamente, a par de um inumero conjunto de
adaptacdes fisioldgicas e bioquimicas, a melhoria da funcionalidade, eficiéncia e
“qualidade” da rede mitocondrial induzida pelo exercicio € essencial como
estratégia ndo farmacoldgica para o tratamento e prevencdo de diversas
patologias (Oliveira et al., 2021).

Vérias condi¢des no contexto da investigacao, nomeadamente no ambito do
exercicio fisico, ou da pratica clinica, associada a disfuncdo mitocondrial
induzida por diversas patologias, como doencas cardiovasculares, metabdlicas
e neurodegenerativas (Nolfi-Donegan et al., 2020) pode levar a necessidade de
efetuar analises de fungdo mitocondrial em momentos distintos e, porventura,
incompativeis com a viabilidade operacional. Nestas condi¢ces, deparamo-nos
com a dificuldade de manter a funcionalidade dessas mitocondrias durante o
periodo de tempo necessario para poderem ser analisadas (Kuznetsov et al.,
2003).

Por estas razdes, 0 objetivo geral deste estudo é investigar solucbes de
preservacao e condi¢ces de criopreservagcdo que possam manter integra a

funcionalidade mitocondrial em anéalises futuras.
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Este trabalho esta dividido em varias partes, entre as quais uma revisao da
literatura sobre as mitocdndrias no contexto da biologia celular, as suas funcdes
e mecanismos de adaptacdo no ambito do exercicio fisico, 0 seu papel na
patologia e a forma como o exercicio se assume como factor de prevencédo e
terapia nessas patologias. Seguidamente, sdo discutidos o0s problemas
metodolégicos na avaliacdo mitocondrial e as solucbes e condicbes de
preservacdo e de criopreservacao utilizadas. Cada capitulo foi incluido para
fornecer uma compreensao completa e integrada do papel das mitocondrias no
contexto da saude, do exercicio fisico e na doenca, bem como para justificar a
necessidade de novas metodologias para preservar e analisar a funcao

mitocondrial ao longo do tempo.

2. Revisao da Literatura

2.1 As Mitocdondrias no contexto da biologia celular

A palavra mitocéndria tem a sua origem etimoldgica no grego “mitos”, que
significa “linha” ou “fio”, e “khéndros” que significa “granulo” ou “grao” . Contudo,
foi s6 em 1898 que o microbiologista alemdo Carl Benda a utilizou para
caracterizar as pequenas estruturas encontradas no citoplasma das células
eucaribticas e descritas em 1857 por Albert von Kélliker. A luz da microscopia
Otica, estes organelos apresentavam formas muito variaveis, frequentemente
aparecendo como fios ou com semelhancas com estruturas granulares
(Rossmann et al., 2021).

Ha cerca de 1,5 mil milhdes de anos, as mitocdndrias originaram-se de uma
linhagem procaridtica ligada a arqueobactérias, cujo nome grego significa
“bactérias antigas”. Em 1967, Lynn Margulis propds uma teoria, a teoria
endossimbiotica, segundo a qual organismos eucarioticos originaram-se a partir
de microrganismos procariéticos aerdbicos que foram absorvidos por uma célula
eucariodtica, estabelecendo uma relacdo simbidtica benéfica para ambos (San-
Millan, 2023).

As mitocondrias sédo organelos celulares formados por membranas duplas

(Faas & de Vos, 2020) que se encontram na grande maioria das células. Em
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grande parte destas células, a densidade mitocondrial € especialmente elevada
perinuclearmente (préximo ao nucleo) e préximo ao reticulo endoplasmatico
(Casanova et al., 2023). No caso particular do musculo esquelético e cardiaco,
as mitocondrias apresentam uma distribui¢cdo habitualmente caracterizada como
intermiofibrilar e subsarcolemal (Ferreira et al., 2010; Kavazis et al., 2017). Do
ponto de vista metabdlico, as mitocondrias sdo responsaveis por inumeros
processos bioquimicos, incluindo os associados a fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS), nomeadamente o ciclo de Krebs, a beta-oxidacdo e a cadeia de
transporte de eletrées (CTE), entre outros (Long et al., 2019). A partir destes
processos, as mitocondrias fornecem cerca de 90% da exigéncia celular de
adenosina trifosfato (ATP) (Harris & Das, 1991). Para tal, estas oxidam
substratos de carbono para gerar energia. Por seu lado, a hidrélise do ATP forma
adenosina difosfato (ADP) e liberta energia para varios processos celulares,
incluindo a manutencdo de potenciais de membrana, a sintese de proteinas
(Long et al., 2019), a regulacao intracelular de célcio (E. Murphy et al., 2016), a
viabilizagdo do mecanismo de apoptose, bem como um conjunto de respostas
imunoldgicas que protegem 0 nosso organismo contra infe¢des e, por exemplo,
patologias de origem oncolégicas (Faas & de Vos, 2020). Da mesma forma,
estes organelos regulam a homeostasia do ferro, a producdo de hormonas e de
diferentes neurotransmissores, como a melatonina (Casanova et al., 2023). Para
além de contribuirem para a homeostasia celular através da producéo de ATP,
as mitocéndrias sdo organelos cruciais na regulacédo dos niveis de producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) para a sinalizacao celular (Nolfi-Donegan
et al.,, 2020). Adicionalmente, estudos relativamente recentes sugerem a
implicacdo destes organelos na intercomunicacdo com outros organelos,
nomeadamente em dominios estruturais conhecidos como membranas
associadas as mitocondrias (MAMs). O contacto fisico com outros organelos,
como o nucleo, lisossomas, reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, permite
regular a transferéncia de ides e metabolitos, e desempenhar um papel de
sinalizacdo e comunicagao entre diferentes agentes celulares. Para além disso,
varios estudos tém vindo a sugerir que as mitocondrias estdo envolvidas nos

mecanismos de “crosstalk” com os “relégios circadianos”, a microbiota intestinal

24



e 0 sistema imunologico. De facto, estes organelos podem ser considerados
como um centro fundamental de apoio e integracéo das atividades celulares em

todos os dominios (Casanova et al., 2023).

Os processos de fosforilagdo sdo mecanismos ancestrais fundamentais para
a sintese de ATP. Este processo envolve a conversédo direta de ADP em ATP
pela transferéncia direta de um grupo fosfato. Esse grupo fosfato é doado ou
transferido de outra molécula fosforilada (Pinna et al., 2022). Nos seres vivos, as
células sao “verdadeiras maquinas” de gerar energia, ajustando constantemente
0 seu consumo a disponibilidade de nutrientes e a capacidade de produzir ATP.
Neste sentido, o ATP funciona como a moeda energética da célula, gerado
principalmente durante processos catabdlicos, como a degradacao de glicose,
lipidos ou inclusivamente proteinas. As mitocondrias apresentam uma relevancia
fundamental neste processo pois € no seu interior e através da OXPHOS que

ocorre a maior parte da producao de ATP (Herzig & Shaw, 2018).

Como sugerido anteriormente, a CTE utiliza uma série de reacbes de
transferéncia de eletrdes, advindo em particular do ciclo de krebs e da beta-
oxidacdo, motiva a formacao de um gradiente eletroquimico que, em condi¢cfes
normais, permite gerar ATP através da fosforilacdo oxidativa (Ahmad et al.,
2024). Efetivamente, o gradiente protonico desenvolvido pela CTE é utilizado
para a producéo de ATP ao nivel da ATPase F1-FO e, em particular através da
atividade da ATP sintase. Os complexos da CTE sao estruturas multiproteicas,
com diferentes niveis de complexidade, associadas a membrana interna da
mitocondria. Para que o transporte de eletrdes seja feito de forma harmoniosa
ao longo da CTE, a par dos 4 complexos, existem ainda transportadores méveis

chamados coenzima Q (CoQ) e citocromo c (cit ¢) (Cogliati et al., 2021).

Durante este processo, em que as mitocondrias utilizam o transporte de
eletrGes para gerar ATP, acabam por ser produzidas (ROS). Estas ROS, por um
lado, especialmente em condi¢cdes de stress, podem contribuir negativamente

para a homeostasia celular induzindo oxidac&o de diferentes macromoléculas,
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como os lipidos, as proteinas e o proprio acido desoxirribonucleico (DNA) e, no
limite, associar-se a ativacao de vias de morte celular por apoptose, como por
exemplo a via intrinseca mitocondrial. Por outro lado, quando a sua producao &
adequadamente regulada, também funcionam como moléculas sinalizadoras,
desempenhando papéis importantes na regulacéo celular (M. P. Murphy, 2009).
De uma forma geral, em funcéo dos niveis de stress a que as células sao sujeitas
e as exigéncias metabdlicas das mesmas, a rede mitocondrial da maioria dos
tecidos é regulada por sofisticados e complexos mecanismos de dinamica
mitocondrial, nomeadamente os associados a fusao e a fissdo de componentes
mitocondriais (Tilokani et al., 2018; Youle & van der Bliek, 2012). Estes
mecanismos de fusdo salvaguardam a capacidade da rede mitocondrial se tornar
mais coesa e, por isso, mais eficiente do ponto de vista metabdlico.
Adicionalmente, existem ainda mecanismos de fissao, tipicos de situacdes de
stress e patoldgicas. Por outro lado, as mitocondrias possuem, ainda,
mecanismos de controlo de qualidade ou “mitofagia” para garantir o adequado
funcionamento geral da rede. Estes mecanismos em associagado com a referida
dindmica mitocondrial permitem regular a qualidade eliminando as mitocéndrias

danificadas e mantendo as “saudaveis” (Song et al., 2015).
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2.2. As mitocdndrias no contexto do exercicio fisico
(biogénese e dindmica mitocondrial)

A eficiéncia e a qualidade da rede mitocondrial € essencial para a funcéo
celular em vérios tecidos, contribuindo para a vitalidade de todas as funcdes
fisioldgicas do corpo humano, tanto em condi¢des de salde como em condi¢cdes
de doenca. A extraordinaria plasticidade das mitocéndrias permite que estas
alterem o volume, a estrutura e a capacidade de resposta consoante diversas

condi¢des, nomeadamente o exercicio fisico (Memme et al., 2021).

A complexa interacdo entre o0 exercicio e a rede mitocondrial tem
demonstrado ter um impacto biunivoco positivo na capacidade de adaptacao
organica e na eficiéncia da resposta do organismo a diferentes estimulos. De

facto, é verdade que a realizacdo de exercicio fisico, particularmente de forma
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cronica, parece estimular a eficiéncia da rede mitocondrial e a sua capacidade
para mitigar o impacto nefasto de diversas condi¢cdes de stress organico, como
sejam as associadas a diferentes condi¢des patoldgicas. Por outro lado, esta
mesma eficiéncia aumentada da rede propicia um incremento da predisposicao
para o0 desempenho desportivo otimizado a diferentes niveis e
conseguentemente, uma ainda maior estimulacéo e aptidao da rede. Certamente
por estas razdes, esta suficientemente documentado na literatura cientifica que
a préatica de exercicio fisico € um potente estimulador da rede mitocondrial,
essencialmente a custa da estimulacdo da biogénese, dindmica mitocondrial e
controlo de qualidade (como acima referido) com reflexos evidentes na melhoria
da performance e que, por outro lado, a melhoria da qualidade da rede
mitocondrial induzida pelo exercicio fisico €, hoje em dia, uma potente estratégia
nao farmacoldgica a utilizar na prevencao e terapéutica de um vasto conjunto de
condicBes patologicas (Hood et al., 2011; Mesquita et al., 2021; Reisman et al.,
2024). De entre um conjunto vasto de adaptacfes, o exercicio fisico promove
adaptacdes na biogénese das mitocdndrias, estimulando a sua remodelacao
através da ativacdo do seu regulador-chave, o coativador 1-alfa do recetor
ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC-1a) (Zanini et al., 2021).
Este fator de transcricdo desempenha um papel-chave na regulacdo da
biogénese mitocondrial a nivel nuclear e é regulado por diversas vias de
sinalizagdo, nomeadamente a proteina quinase ativada por AMP (AMPK),
proteina quinase B (AKT), sirtuina 1 (SIRT1), proteina quinase ativada por
mitdégenos p38 (p38 MAPK), e a via de sinalizacao do célcio que envolve o fator
potenciador especifico de miécitos 2C (MEF2C) e D (MEF2D), a proteina de
ligacdo ao elemento de resposta cAMP (CREB), e a proteina quinase
dependente de calcio (CAMK) (Roberts & Markby, 2021). Apos desacetilacao e
fosforilagdo, o PGC-1a atua como um coativador transcricional, interagindo com
varios fatores de transcricdo, como o fator respiratorio nuclear 1 (NRF1), fator
nuclear eritroide 2 relacionado (NRF2) e o recetor relacionado ao estrogénio alfa
(ERRa). Em conjunto aumentam a expressdo de diversos genes envolvidos na
replicacdo do DNA mitocondrial, em particular genes relacionados com a

atividade da cadeia respiratéria e do metabolismo oxidativo, bem como do o fator
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de transcricdo mitocondrial A (TFAM) com implicacdes diretas no aumento da
expressdo de genes mitocondriais e, concomitantemente, com a expressao de

proteinas codificadas a nivel mitocondrial (Austin & St-Pierre, 2012).
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g >
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Figura 2 - Regulacdo da biogénese mitocondrial (adaptado de Quan et al., (2020)).

Abreviaturas: PGC-1a, Coativador 1-alfa do Receptor Gama Ativado por Proliferadores de
Peroxissoma; AMPK, Proteina Quinase Ativada por AMP; SIRT, Sirtuinas; p38 MAPK, Proteina
Quinase Ativada por Mitdgeno p38; AKT, Proteina Quinase B; NRF1/2, Fator Nuclear Eritroide 1
e 2 Relacionado; TFAM, Fator de Transcricdo Mitocondrial A; mtDNA, ADN Mitocondrial; CTE,

Cadeia de Transporte de Eletrbes.

Além disso, o0 PGC-1a tem impacto nos mecanismos de dinamica
mitocondrial, anteriormente referidos, incluindo os processos de fusédo e fissao.
A fusdo mitocondrial, mediada por proteinas como a mitofusina-1 (MFN1), a
mitofusina-2 (MFN2) e a proteina associada a opacidade (OPA), € essencial para
a manutencdo da integridade mitocondrial e para a resposta adaptativa a
demanda de energia aumentada durante o exercicio. Por outro lado, a fisséo,
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controlada por proteinas como a proteina relacionada com a dinamina 1 (DRP1)
e Proteina de Fissdo 1 (FIS1), associa-se a desagregacao da rede e permite a

ativacdo da mitofagia e remocéo de mitocondrias danificadas (Gu et al., 2021).

Em suma, o PGC-1a € um regulador mestre da biogénese mitocondrial,
coordenando a expressdao de uma ampla gama de genes envolvidos na
produgdo de novas mitocondrias e na melhoria da fungdo mitocondrial. A sua
ativacao pelo exercicio fisico € fundamental para as adaptac6es metabdlicas que
melhoram a capacidade de resisténcia e a salude muscular (Austin & St-Pierre,
2012).
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Figura 3 - Mecanismos de dinamica e controlo de qualidade mitocondrial (adaptado de:
Garbern & Lee, (2021)).

Abreviaturas: DRP1, Proteina Relacionada a Dinamina 1; FIS1, Proteina de Fissao 1; MFN1,
Mitofusina 1; MFN2, Mitofusina 2; OPA1, Proteina Optica Atrofia 1; PINK1, PTEN-Induced

Kinase 1.

30



2.3. As mitocondrias no contexto da patologia

Peter Siekevitz classificou, em 1957, as mitocondrias como a “central de
forca” da célula. Menos de dez anos depois, foram divulgados os primeiros
trabalhos sugerindo que este organelo produzia ROS como subproduto da
respiracao celular. Na atualidade, sabemos que as mitocondrias séo organelos
extremamente dinamicos e indispensaveis a homeostasia celular, produzindo
niveis elevados de ATP e baixos niveis de ROS determinantes para a ativacao
de inUmeras de sinalizacdo celular. Este pressuposto € tdo relevante que a
disfuncdo em qualguer um desses processos tendo vindo a ser associada a
muitas condi¢cdes patoldgicas (Nolfi-Donegan et al., 2020). A este proposito,
(Brookes et al., 2004) sugeriram a existéncia de uma relagcéo de “amor e 6dio”
entre o calcio, ATP e ROS para o funcionamento e homeostasia mitocondrial
com impacto obvio na salude e na patologia. Neste “mitochondrial love-hate
triangle”, os autores exploram a interacao entre esses trés elementos e a sua
interdependéncia. O equilibrio correto entre os niveis mitocondriais de calcio,
ATP e ROS parecem ser vitais para a viabilidade celular, mas um desequilibrio
pode levar a condi¢des patoldgicas severas, como doencas neurodegenerativas
e isquemia/reperfusdo. De facto, em condicbes de stress e patoldgicas o
excesso de calcio pode levar a sobrecarga mitocondrial, resultando em disfuncao
e morte celular, a producdo de ATP depende de um delicado equilibrio entre os
niveis de célcio e a atividade das mitocondrias e, se em concentracdes
adequadas, as ROS funcionam como moléculas de sinalizacdo, regulando
processos celulares, niveis elevados de ROS causam danos oxidativos as
proteinas, lipidios e DNA mitocondriais, contribuindo para a sua disfun¢éo. Note-
se, no entanto, que a importancia de cada uma dessas func¢des depende do tipo
de célula. Por exemplo, os cardiomiocitos dependem das mitocondrias para
fornecer mais de 95% da energia necessaria para a sua funcdo. Por outro lado,
as células endoteliais dependem mais da glicélise do que das mitocéndrias para
produzir ATP. No entanto, a producdo de ROS mitocondriais também é
fundamental para a sinalizagdo homeostatica endotelial.(Nolfi-Donegan et al.,
2020).
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Por estas razoes, a avaliacao da fosforilacdo oxidativa mitocondrial é crucial
para o diagndstico de varias doencas e investigacdo no ambito da fisiologia
mitocondrial. Estes trabalhos podem ser realizados em amostras de biopsia
congeladas, utilizando métodos histoquimicos, enzimaticos ou histolégicos, no
entanto, a analise direta da funcdo mitocondrial, através da avaliacdo da
respiracdo acoplada e a sintese de ATP é particularmente importante (Kuznetsov
et al., 2003).

Muitas doencas, como a diabetes tipo 2 (DT2), algumas doencas
cardiovasculares (DCV), a sindrome metabdlica, o cancro, patologias hepaticas
nao alcodlicas, a doenca de Alzheimer (DA), entre outras estdo associadas a
desregulacdo da funcdo mitocondrial e da bioenergética celular. Embora a
disfuncdo mitocondrial esteja presente em varias doencas nao transmissiveis
(DNT), a etiologia e a patogénese da disfuncdo mitocondrial ainda ndo foram
totalmente esclarecidas e sédo objeto de importantes pesquisas biomédicas na
atualidade. Por exemplo, a associacao entre a disfuncdo mitocondrial e a
probabilidade de ocorréncia de enfarte do miocérdio e cardiomiopatia em
diversos pacientes esta a tornar-se cada vez mais evidente (E. Murphy et al.,
2016). Da mesma forma, varios fendtipos clinicos comuns, como miopatias,
neuropatias, nefropatias, disturbios enddcrinos e doencas metabdlicas tém vindo
a ser associados a condi¢cbes de disfuncdo mitocondrial. Por estas razdes, a
investigacdo sobre a complexa interacdo entre a funcdo mitocondrial, o
metabolismo e a morte celular pode fornecer novos e importantes “insights” e
alvos para tratamentos (E. Murphy et al., 2016). Na verdade, a disfuncao
mitocondrial continua a ser uma das condigcBes metabdlicas mais desafiadores
no contexto clinico (San-Millan, 2023). Adicionalmente, em cerca de 1 em cada
5.000 nascimentos o recém-nascido sofre de disfungdo mitocondrial, uma
doenca degenerativa que afeta varios sistemas do corpo. Entre outros, o
comprometimento da funcionalidade do complexo | (Cl) da cadeia respiratoria,
também conhecido como nicotinamidao adenina dinucleotideo hidreto (NADH):
ubiguinona oxidoredutase, € uma das formas mais comuns de disfuncdo
mitocondrial (Grad et al., 2005).
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2.4. As mitocondrias no contexto do exercicio clinico: A sua
utilizagcdo como estratégia ndo farmacoldgica preventiva e
terapéutica

No contexto do exercicio clinico, as mitocondrias ganham destaque como um
alvo terapéutico e preventivo. De facto, a realizacdo de exercicio fisico
pressupde um incremento drastico das exigéncias energéticas celulares e, com
isso, a necessidade das mitocondrias aumentarem a sua atividade metabdlica,
resultando na producdo de mais ATP. A realizacdo sistematica de exercicio
estimula mecanismos de adaptacdo crénica do metabolismo oxidativo
mitocondrial, como sejam a biogénese mitocondrial, aumentando tanto o nimero
quanto a eficiéncia das mitocéndrias nas diferentes células do nosso organismo
com beneficios evidentes para a homeostasia celular (Irrcher et al., 2003; Lim et
al., 2022; Seo et al., 2019).

O envelhecimento e diversas condi¢cbes patoldgicas apresentam fenétipos
mitocondriais que contribuem para a inflexibilidade metabdlica e o estado pro-
oxidante. Por outro lado, como referido anteriormente, o exercicio fisico melhora
a eficiéncia metabolica alterando diretamente o contelddo e a qualidade das
mitocondrias através de varias vias de sinalizacdo atras referidas. Isso oferece
um potencial preventivo e terapéutico e torna o exercicio numa estratégia que
provavelmente ndo pode ser replicada farmacologicamente (Oliveira et al.,
2021).

Por outro lado, indiretamente, o PGC-1a regula a expressao de varias
miocinas nos musculos esqueléticos, incluindo a irisina, o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e a miostatina que desempenham um impacto
metabdlico sistémico em diversos tecidos do nosso organismo (Cheng et al.,
2018). Estas vias de sinalizacao de “tipo enddcrino” podem afetar a expressao
de genes e proteinas que controlam, “a distancia” a biogénese mitocondrial e a
dindmica mitocondrial em diversos tecidos. As miocinas controlam a
comunicacdo entre o musculo e varios outros 6rgdos, como o cérebro, o tecido
adiposo, 0s 0sso0s, o figado, o intestino, o pancreas, o leito vascular e a pele,
além das condi¢des dentro do préprio masculo (Lim et al., 2022) (Severinsen &
Pedersen, 2020).
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A par de uma série intrincada de efeitos fisiologicos e bioquimicos, estes
sinais endocrinos, paracrinos e autocrinos participam, também, na rede de
comunicacao celular que regula a complexa biogénese mitocondrial. Estes sinais
Sdo essenciais para que o corpo mantenha a homeostasia e funcione
corretamente (Liu et al.,, 2023). A descoberta de miocinas induzidas pelo
exercicio sugere que 0s musculos esqueléticos desempenham um papel
importante na manutencdo sistémica da homeostasia metabdlica. Embora os
mecanismos precisos ndo estejam claros, a contracdo do musculo esquelético e
a preservacao da massa muscular parecem estar envolvidos na manutencao de
condicBes fisiologicas adequadas, entre as quais a melhoria da funcao
mitocondrial, e na prevencdo do desenvolvimento de varios tipos de doencas
(Kwon et al., 2020).

Como exemplo do papel relevante de diferentes miocinas, através da sua
capacidade de estimular a sinalizacdo da AMPK, aumentar a captacéo de glicose
e melhorar a lip6lise, as miocinas sao agora consideradas potenciais candidatas
ao tratamento de alguns distlrbios metabdlicos, como a DT2 e a obesidade (So
et al.,, 2014). Além disso, algumas miocinas ainda afetam positivamente a
cognicdao, o perfil metabdlico do tecido adiposo, a formacao 6ssea, a funcéo das
células endoteliais, a hipertrofia muscular, a estrutura da pele e o crescimento
tumoral (Severinsen & Pedersen, 2020).

Mais recentemente, o termo ‘exercinas’, a par da expressao ‘miocinas”,
sugere a expressao de um conjunto de substancias que, em resposta ao
exercicio, podem ter um impacto em todo o corpo, induzindo a comunicagao
inter-6rgaos (cross-talk) e o respetivo metabolismo (Posadzki et al., 2020). Estas
"exercinas" tém demonstrado ter um grande impacto na saude (Posadzki et al.,
2020), tal como na efichcia em intervengcdes ao melhorar prognésticos de
doencas como depressédo, ansiedade e outras doencas mentais (Singh et al.,
2023), na saude cardiovascular (Pinckard et al., 2019) e na eficiéncia do sistema
imunologico (Chastin et al., 2021). Além disso, tem vindo a ser sugerido que o
exercicio regular desempenha um papel importante no tratamento ndo s6 de
patologias neurodegenerativas, pois diminui o risco de seu surgimento e impede

que eles avancem, mas também em inumeras doencas cronicas e/ou
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relacionadas com o envelhecimento, como distlirbios musculoesqueléticos e

metabdlicos (Bonanni et al., 2022).

2.5. Problemas metodoldgicos associados a realizacao de
protocolos de avaliagdo mitocondrial

No contexto da investigacdo de ambito metabdlico e, especificamente, da
fisiologia mitocondrial, a preservagao da “qualidade” e viabilidade das
mitocondrias para analises funcionais € um desafio metodolégico que pode
comprometer a validade e interpretacdo dos resultados obtidos e, ainda hoje,
nao foi completamente resolvido (Kuznetsov et al., 2003). De facto, por esta
raz8o, a avaliagdo da funcionalidade mitocondrial, através de técnicas de
respirometria, pressupde a realizacdo dos ensaios durante um periodo muito
curto face ao momento em que as amostras biolégicas foram obtidas. De uma
forma geral, tem sido considerado que existe uma “janela de oportunidade”
temporal de cerca de 2 a 4 horas durante a qual as mitocondrias isoladas de
diferentes tecidos, as fibras permeabilizadas ou extratos de tecidos podem ser
utilizados, sem comprometer a “viabilidade” destas amostras. Em muitas
circunstancias as amostras de tecido biol6gico, nomeadamente obtidas a partir
de bidpsias humanas, sédo congeladas para tratamento futuro por técnicas que
ja ndo pressupdem a manutencdo de toda a integridade e viabilidade celular,
como por exemplo técnicas no ambito da protedbmica, gendmica, lipidébmica, etc.
No entanto, as membranas mitocondriais sdo afetadas por esta técnica, o que
torna, até ao momento, invidvel futuras andlises da funcé@o respiratoria em
amostras previamente congeladas (Zuccolotto-Dos-Reis et al., 2021). Dados
recentes sugerem, no entanto, que variagbes na composi¢cao celular e no
conteudo lipidico podem afetar a eficiéncia da criopreservagéo e a viabilidade
das mitocondrias apdés o descongelamento (Ebanks et al., 2023). Porém, €&
importante que a sensibilidade dos instrumentos de avaliagdo da funcionalidade
da nova geracdao, como o Oroboros O2k, seja suficiente para identificar
alteracdes subtis na fungcéo mitocondrial, principalmente em amostras que foram
previamente congeladas (Doerrier et al., 2018). Tendo em conta a complexidade

metodoldgica da maioria dos protocolos experimentais, sejam estes realizados
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com amostras biolégicas humanas ou animais, a inviabilidade da
criopreservacao para futura avaliagdo da funcionalidade mitocondrial tem sido

um obstaculo metodolégico muitas vezes dificil de operacionalizar em tempo util.

Adicionalmente, o garante da sofisticacdo dos instrumentos e da qualidade
dos resultados obtidos com instrumentos de respirometria com alta resolucao
“esbarra” no elevado custo destes o que dificulta a existéncia de um numero
elevado de aparelhos por laboratério e a realizacdo em simultdneo de muitos
ensaios. Por esta razdo, solugbes metodologicas vidveis no ambito da
criopreservacdo mitocondrial podem ser uma solucédo util para este problema,
pois permitem a preservacao e avaliacdo de amostras a posteriori sem perda de
funcionalidade. Esta abordagem é vital, por exemplo, para a investigacao basica
e tecnologias de reproducdo assistida, onde a funcionalidade mitocondrial €
fundamental para o sucesso do desenvolvimento embrionario (Gualtieri et al.,
2021). Tendo em consideracéao o atras referido, o presente estudo colocou como
hipotese que solucdes de preservacdo hipotérmicas de transplante podem ser
um instrumento util para preservar a fungdo mitocondrial durante um curto

periodo de tempo e possibilitar a sua avaliagdo num contexto de alta resolucao.

Recorrendo a utilizacdo de uma camara fechada, a respirometria mitocondrial
€ determinada pela taxa de concentracao de oxigénio, que diminui a medida que
a amostra biolégica consome oxigénio. O uso de elétrodos de oxigénio, como o
elétrodo de Clark, para medir a concentracdo de oxigénio, contribuiu para uma
compreensao mais profunda do papel da respiracdo mitocondrial. O elétrodo de
oxigénio ainda é um método barato e Gtil para avaliar a respiracao mitocondrial.
No entanto, os seus problemas incluem sinais instaveis e ruido de fundo
instrumental relativamente alto. Os sistemas de respirometria Oroboros O2k
usam polimeros de vidro, cAmaras de reagdo fechadas e herméticas e baixa
permeabilidade ao oxigénio (O2). Isso minimiza a retrodifusdo de Oz e
superestimacoes de respiracdo, e os sensores podem detetar mudancas no O2
com pouco ruido. Com elétrodos altamente sensiveis e vazamento minimo de
O2, o Oroboros O2k-oxygraph maximiza a sensibilidade e precisdo

respirométricas. Em comparacdo com outros sistemas que exigem avaliagdes
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visuais da cinética de estado estacionario, os avancos do software Datlab nas
derivagbes de fluxo de mudangas no Oz da camara permitem relatérios de
cinética respiratoria em tempo real, o que melhora a analise de dados. Além
disso, as possiveis fontes de erro sistematico incluem o consumo inevitavel de
O2 de fundo pelo préprio elétrodo, juntamente com os diferentes graus de
retrodifusdo de Oz na camara oxigréafica. Para obter determinagdes precisas do
consumo absoluto de O2, o consumo instrumental global de Oz, que aumenta
positivamente em fung&o da presséo de Oz (POz2) deve ser ajustado em sistemas
de alta resolucao (Long et al., 2019).

Por todas estas razdes, o objetivo principal do presente trabalho é avaliar a
funcdo respiratéria mitocondrial de amostras de tecido de musculo cardiaco,
conservadas em diferentes tipos de solu¢des de preservacao e criopreservacao,

e analisar a forma como esta varia ao longo do tempo.

2.6. Solucdes e método de criopreservacao

Considerando o contexto discutido anteriormente, é amplamente
reconhecido que a preservacdo das mitocéndrias musculares para analises
funcionais a longo prazo representa um desafio significativo, ainda né&o
completamente resolvido na pesquisa clinica de doencas metabdlicas e na
investigagédo da fisiologia mitocondrial. O tempo limitado para avaliar essas
amostras antes que ocorra perda funcional constitui uma limitagdo importante
(Kuznetsov et al., 2003).

Nesse cenario, a criopreservacao desses tecidos mitocondriais surge como
uma abordagem viavel, pois pode prolongar a viabilidade das mitocéndrias,
permitindo avaliacbes mais detalhadas em momentos posteriores, em vez de
imediatamente ap0s a colheita. No entanto, é importante salientar que, dada a
auséncia de metodos estabelecidos na literatura cientifica, € necessario tomar
decisbes com certo grau de incerteza. Assim, optamos por utilizar duas solu¢cdes
de preservacéo: o Custodiol (CO) (também conhecido como solucéo de histidina-
triptofano-cetoglutarato, ou HTK) e o Hypothermosol (HT). Ambas as solucdes
foram selecionadas com base nas suas propriedades conhecidas de protecéo

celular durante o armazenamento a baixas temperaturas.
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O CO, amplamente utilizado em transplantes de 6rgaos solidos, contém
histidina, triptofano e cetoglutarato, que ajudam a proteger as células contra a
isquemia e o stress oxidativo. A sua aplicacdo especifica para amostras
mitocondriais ainda comegou recentemente a ser explorada, mas a sua eficacia
geral estd bem documentada (Dulguerov et al., 2024; Edelman et al., 2013).

Por sua vez, o HT é uma outra solucdo de preservagao que visa manter a
viabilidade celular durante o armazenamento. Esta solugdo contém eletrdlitos,
nutrientes essenciais e antioxidantes, proporcionando um ambiente favoravel
para o funcionamento celular. Além disso, o Hypothermosol é sugerido para
minimizar os niveis de stress oxidativo e manter a integridade mitocondrial
(Freitas-Ribeiro et al., 2022; Petrenko et al., 2019).

Para otimizar ainda mais a qualidade e eficicia funcional da criopreservacao,
adicionamos, ainda, alguns agentes crio-protetores como a solucao de perfusdo
cardioplégica (BIOPS) e o dimetilsulfoxido (DMSO). O BIOPS fornece nutrientes
essenciais e mantém a homeostase celular durante o processo, enquanto o
DMSO atua como crioprotetor, reduzindo o dano causado pelo congelamento e
descongelamento (Whaley et al., 2021).

Adicionalmente, foi utilizado um método de congelamento sequencial,
aplicando temperaturas cada vez mais baixas para manter a funcionalidade
biologica. Antes da criopreservagdo, o DMSO foi adicionado imediatamente a
cada tubo de congelamento. Apds permanecerem 6 minutos no gelo a cerca de
2-4 °C, as amostras foram transferidas para um tubo de gargalo de um tanque
de nitrogénio liquido de 20 L (série MVE 2001 — Doble 20), posicionado a
aproximadamente 10-15 cm do topo. A tampa foi fechada por 10 minutos, sem o
tampao inserido. As amostras foram entdo expostas a vapores de nitrogénio a -
110 °C. Por fim, as amostras foram totalmente submersas em nitrogénio liquido
a cerca de -196 °C durante, pelo menos, 10 minutos dentro do recipiente interno
do tanque (Garcia-Roche et al., 2018).

Em resumo, a escolha criteriosa destas soluc¢des visou preservar a funcao
mitocondrial e possibilitar analises mais aprofundadas no contexto da

investigagdo basica.
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3. Consideracdes, objetivos e hipoteses do presente
trabalho

Considerando que:

1)

2)

3)

4)

Muitas  patologias, como sejam as neurodegenerativas,
cardiovasculares e metabdlicas, estdo relacionadas com a disfuncéo

mitocondrial;

A pratica de exercicio fisico aumenta a eficiéncia e a qualidade da rede
mitocondrial e oferece vantagens preventivas e terapéuticas em

diferentes contextos no ambito da saude;

Um grande desafio na investigagdo em fisiologia mitocondrial € a
capacidade de preservar a qualidade e a viabilidade das mitocondrias

para analises por meio de técnicas de respirometria;

E que o problema de preservar a funcionalidade mitocondrial para

andlises a longo prazo ainda néo foi resolvido,

Os obijetivos deste trabalho séo:

1) Avaliar a capacidade de solucdes de preservacdo e diferentes

2)

3)

condicdes de criopreservagdo, em manter a funcionalidade

mitocondrial apds armazenamento a curto e longo prazo;

Investigar de que forma as metodologias de preservacdo e
criopreservagdo afetam a integridade funcional e estrutural das

mitocondrias;
Identificar as principais deficiéncias e problemas metodoldgicos na

preservagao e criopreservacao mitocondrial e sugerir melhorias com

base nos resultados.
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Com base nos referidos objetivos, estipulamos as seguintes hipoteses:

1) A utilizacdo de solugdes utilizadas na preservacdo de 6rgados para
transplantes, como o Custodiol, ajudam a preservar a funcionalidade

mitocondrial.

2) A utilizacdo de solucdes de preservacdo e condicbes de
criopreservacdo adequadas garante a integridade estrutural e
funcional das mitocondrias, o que permite andlises reprodutiveis e

precisas em momentos posteriores a sua colheita.

3) A eficiencia das solugcdes de preservacdo e condicbes de
criopreservacdo depende da manipulacdo de varias condicdes
experimentais, e a adaptacdo de protocolos para cada situacdo
especifica pode melhorar a eficiéncia mitocondrial.

Esperamos que este estudo ajude a desenvolver métodos mais eficazes para
preservar a funcionalidade mitocondrial, apés longos periodos de
armazenamento. Isso aumentara a validade e a interpretacao dos resultados de
estudos de fisiologia mitocondrial e possibilitard a melhoria do conhecimento da
funcdo mitocondrial em diversos contextos, nomeadamente no ambito do

exercicio fisico e da saude.

4. Material e métodos

4.1. Caracterizacédo e modelo do animal

No contexto do presente trabalho, utilizou-se fragdes de musculo cardiaco de
ratos Sprague Dawley mantidos em condi¢des ad libitum de comida e agua,
seguindo a dieta standard (dieta purina #5008, Research Diet inc.) e
acondicionados aos pares em gaiolas ventiladas no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto, num ambiente controlado de humidade,

agua e temperatura (22 °C) e com um ciclo de luz de 12h.
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Os animais foram eutanasiados entre as 21 e as 23 semanas, sob anestesia
volatil com sevoflurano a 8% por excisdo do coracdo. Todos os procedimentos
foram revistos e aprovados pelo comité de ética local da instituicdo (8161/23-S),
seguindo a regulamentacdo sobre Bem-Estar Animal (DL 129/92, DL 197/96;
P1131/97), a Diretiva da UE 2010/63/UE para experimentagcdo com animais e o
Guia para o Cuidado e Uso de Laboratérios Animais publicados pelo Instituto
Nacional de Saude (Publicacdo dos Institutos Nacionais de Saude n° 85-23,
revisto em 2011).

4.2. Preparagéo do tecido

ApOs o sacrificio dos animais e a colheita das amostras, foi retirado o excesso
de sangue com compressas e separou-se o ventriculo esquerdo (VE) do
ventriculo direito (VD). O VE foi dividido em 3 por¢cdes e colocadas,
respetivamente, em tubos com BIOPS (10 mM Ca-EGTA buffer, 0.1 uM free
calcium, 20 mM imidazole, 20 mM taurine, 50 mM K-MES, 0.5 mM DTT, 6.56 mM
MgCl2, 5.77 mM ATP, 1.5 mM phosphocreatine, pH 7.1), Custodiol (CO) e
Hypothermosol (HT).

As amostras de VD foram divididas em duas porc¢des, sendo uma colocada
em BIOPS e outra numa solucdo de corte para futura preparacdo das Fatias de
Miocardio Vivas (ou Living Myocardial Slices (LMS)) e uso no sistema MyoDish
a 37 °C e outra em BIOPS. Para o efeito, o tecido cardiaco foi colocado huma
placa de petri com gelo e as “fatias” de fibras foram preparadas.

As amostras de VD e VE colocadas em tubos com BIOPS no gelo foram
analisadas a fresco, ou seja, imediatamente apés a colheita.

Para as amostras destinadas a preservacao a curto prazo, adotamos duas
abordagens distintas: armazenamento em tecido e armazenamento em forma de
fibras isoladas. Relativamente ao armazenamento em tecido, secc¢des do
ventriculo esquerdo foram mantidas nos respetivos meios de preservagao, sem
qualquer manipulacao, na sua forma original e apenas manipulado para feixes
de fibras no dia da experiéncia. Quanto ao armazenamento em fibras, no dia da

colheita uma secc¢ao do ventriculo foi usada para obter feixes de fibras cardiacas
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recorrendo ao uso de pingas para as separar, mantendo-as, no entanto,
conectadas a rede de tecido, num processo conhecido por “teasing”.
Por outro lado, para a criopreservagao a longo prazo, as amostras foram

armazenadas, unicamente, na forma de fibras.

4.3. Solucgbes de preservacao a curto prazo

4.3.1. Amostras mantidas no sistema MyoDish (Living
Myocardial Slices — LMS)

A preparacdo das fatias foi baseada segundo o protocolo descrito
anteriormente por (Watson et al., 2017). Resumidamente, as amostras foram
cortadas com 300 um de espessura a 0.03 mm/s num vibratémio (7000 smz-2,
Campden Instruments, Reino Unido) em solucdo de corte modificada contendo
30 mM BDM, 1 mM Glucose, 10 mM HEPES, 12 mM KCI, 140 mM NaCl, 1 mM
MgClI2, 0.9 mM CacCl2. As avalia¢des funcionais foram efetuadas num sistema
de cultura de tecidos MyoDish (InVitroSys, Alemanha), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, em meio M199 sem glucose. O meio foi
suplementado com ITS Supplement, 10% de soro bovino fetal (FBS), 5 ng/ml
VEGF, 10 ng/ml FGF-basic, e 2x Antibiotic-Antimycotic para melhorar a
viabilidade celular. Para cada fatia, foi adicionada glucose e beta-hidroxibutirato
(BHB) ao meio de cultura para corresponder aos niveis sanguineos do animal
no momento do sacrificio, definidos como condi¢cdes de base. As fatias foram
mantidas sob uma estimulacdo de campo de 1 Hz, 50 mA, 3 ms, utilizando uma
pré-carga inicial definida para 1 mN, durante 2 e 4 dias. O comprimento 6timo foi
definido como a pré-carga em que a forca de contragdo era maxima.

Ao fim dos 2 e 4 dias, as fatias retidas no sistema foram colocadas em Biops,
em gelo, e seguiu-se 0 processamento da amostra em fibras como descrito na

secg¢ao anterior.
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4.3.2. Amostras preservadas com Custodiol e
Hypothermosol

As amostras do VE foram colocadas em tubos com os respetivos meios de
preservacgao. Utilizaram-se dois tubos de Custodiol (CO), sendo um armazenado
a uma temperatura de 4 °C e outro a temperatura ambiente (este processo foi
repetido 2 vezes uma delas para fibras outra para tecido). Armazenamos fibras
e tecido e avaliamos a sua funcdo mitocondrial a fresco, um, trés e sete dias
apos a colheita. Da mesma forma, outras amostras foram colocadas em tubos
com meio de preservacdo Hypothermosol (HT) a temperatura de 4 °C, tendo-se
realizada o mesmo procedimento metodologico de avaliacdo referido

anteriormente.

4.4. Criopreservacdo mitocondrial a longo prazo

Relativamente a criopreservacdo a longo prazo, as amostras foram
colocadas em cinco condic@es diferentes, armazenadas a -80 °C e avaliadas um
e dois meses apos a colheita. As condi¢Bes foram as seguintes:

1. BIOPS com 10 mg/ml albumina de soro bovino (BSA) e 30% DMSO com
“congelacéo instantanea”, introduzindo a amostra imediatamente em azoto (N2)
liquido;

2. BIOPS com 10 mg/ml BSA e 30% DMSO com congelacéo sequencial (8
min a 4 °C, 10 min em N2 gasoso e pelo menos 10 min em N2 liquido);

3. CO com 1mg/ml BSA e 10% DMSO com congelagéo sequencial,

4. HT com 1mg/ml BSA e 10% DMSO com congelacéo sequencial,

5. BIOPS 10 mg/ml BSA e 10% DMSO com congelagéao sequencial.

Por conseguinte, preparamos cada solucdo de criopreservacdo com BSA
livre de &cidos gordo e adicionamos o DMSO imediatamente antes da
criopreservacao. Especificamente, para a condicdo 1 e 2 foi colocado BSA (10
mg/ml) com 700 pL BIOPS + 300 pL DMSO, para a condi¢ao 3 foi colocado BSA
(2 mg/ml) com 800 pL CO + 100 uL DMSO, para a condic¢éo 4 foi colocado 1mg
BSA (1 mg/ml), com 900 pL HT + 100 pL DMSO e para a condi¢ao 5 foi colocado
BSA (10 mg/ml) com 900 pL BIOPS + 100 uL DMSO. De seguida, os feixes de
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fibras foram colocados nos respetivos tubos e guardados a -80 °C até serem

avaliadas.

4.5. Metodologia de permeabilizacdo das fibras

Para permeabilizar as fibras musculares cardiacas, comecamos com
amostras que foram preservadas em tecido e outras que ja haviam sido
preservadas como fibras. Apesar dos diferentes métodos de preservacéo (tecido
versus fibras), todas as amostras foram tratadas de igual forma durante a
permeabilizacdo, sendo que, como vai ser explicado mais a frente, as amostras
preservadas primeiramente na forma de tecido, s&o transformadas em fibras
durante a primeira etapa da permeabilizacdo. Inicialmente, colocAmos um
pequeno segmento de bidpsia do miocardio em solucao de preservacgao - BIOPS
(tampéo Ca-EGTA 10 mM, célcio livre 0.1 uM, imidazol 20 mM, taurina 20 mM,
K-MES 50 mM, DTT 0.5 mM, 6.56 mM MgCI2, ATP 5.77 mM, fosfocreatina 15
mM, pH 7.1). Posteriormente, tal como ja referido, coloca-se o tecido numa
pequena placa de Petri gelada onde é separado mecanicamente em feixes de
fibras usando dois pares de pincas afiadas, sendo que as amostras que ja
haviam sido preservadas em forma de fibras foram apenas colocadas em BIOPS
sem a necessidade de alguma manipulacdo adicional. Os feixes de fibras
resultantes foram introduzidos de seguida numa solu¢do de saponina (20 pL)
preparada a fresco + BIOPS (2 mL de BIOPS) durante 30 min com agitacao
suave e depois colocados num outro po¢co com 2 mL de meio de respiracdo
mitocondrial MiR0O6 [composto por MIR0O5 (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria: EGTA 0.5 mM, MgCI2 3 mM, &cido lactobidnico 60 mM, taurina 20 mM,
KH2PO4 10 mM, HEPES 20 mM, D-sacarose 110 mM e 1 g/L BSA
essencialmente livre de &cidos gordos, pH 7.1) suplementada com 280 U/mL de

catalase], por 15 min em gelo, sob agitacao suave.

4.6. Protocolo de avaliacdo da funcéo mitocondrial em
Oroboros O2K

Feixes de fibras permeabilizadas foram cuidadosamente transferidas para

papel de filtro e pesadas. De seguida, um feixe com 0.5-1 mg de peso humido
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foi transferido para cada camara do respirometro de alta resolu¢cao Oroboros O2k
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) contendo 2.3 mL de meio de
respiragdo mitocondrial MiR0O6 para avaliagdo da respiragdo mitocondrial. O
protocolo de titulagcdo de substrato-desacoplador-inibidor (SUIT)-014 O2 pfi D042
foi utilizado para fibras cardiacas permeabilizadas a 37 °C, consistindo na adicédo
sequencial de glutamato 10 mM, malato 10 mM, ADP 20 mM, citocromo C 5 uM,
piruvato 10mM, succinato 20 mM, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP)
0,5 uM, rotenona 1 pM, antimicina A 1 uM. A taxa e concentracéo de fluxo de
oxigénio foram registadas e analisadas usando o software DatLab (Oroboros
Datlab Vers&o 7.0, Oroboros Instruments Innsbruck, Austria). O fluxo de oxigénio
foi expresso em pmol.s-1.mg-1 (normalizado para o peso do feixe de fibras).
Como primeiro passo do protocolo SUIT-014 do Oroboros Ozk foi adicionado
Glutamato e Malato, substratos que promovem o fornecimento de NADH para o
complexo | e respetiva avaliacdo do estado LEAK (refere-se a respiracdo
mitocondrial que ocorre quando o ATP né&o esta a ser sintetizado); de seguida
procedeu-se a adicdo de ADP para avaliacédo do estado OXPHOS pelo complexo
I, identificando-se a atividade do estado OXPHOS - glutamato / malato (GM)
(respiracdo no estado de fosforilacdo oxidativa apos a adicdo dos substratos de
complexo | glutamato, malato); de seguida foi adicionado citocromo c, para testar
a integridade da membrana externa mitocondrial; de seguida piruvato, mais um
substrato para formacdo de NADH, registando-se a atividade do estado
OXPHOS - glutamato / malato / piruvato (GMP) (respiracdo no estado de
fosforilacdo oxidativa apds a adicdo dos substratos de complexo | glutamato,
malato e piruvato); depois foi adicionado succinato, substrato que, metabolizado
ao nivel do complexo Il (CllI), promove a formacdo de flavina adenina
dinucleotido hidrogenado (FADH2), e respetiva avaliacdo do estado OXPHOS
pelos complexos I+l (Cl+1l); seguidamente adicdo de CCCP, um desacoplador
que é utilizado para avaliar a respiracdo maxima, também conhecida como
capacidade ET (respiracdo nao acoplada). A este propdsito, e para evitar
excessos na administragdo de CCCP que possam inibir a respiracdo, é crucial
realizar titulagdes graduais para atingir a concentracéo ideal que permita obter o

fluxo maximo. Apos o CCCP, foi adicionada rotenona que é um inibidor do
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complexo I, por isso, permite avaliar a funcionalidade isolada do complexo II; por
fim, foi adicionada antimicina, um inibidor de CIlIl que permite avaliar o estado
ROX (consumo residual de oxigénio). Apés a realizagdo de cada ensaio realizou-
se uma lavagem cuidadosa do aparelho para evitar a contaminagcdo por
inibidores e desacopladores e possivel comprometimento dos ensaios
subsequentes.

Diariamente, antes da utilizacdo do Oroboros Ozk, é realizada uma calibracao
“air” do aparelho e, antes da realizacdo de cada protocolo, uma calibracéo “zero”

e “background”.

Sacrificio, colheita, analise das amostras a fresco e
crio/preservagdo das amostras

amostras Analise das amostras Analise das amostras
preservadas em condigdes de preservadas em condigdes de preservadas em condigbes de
curto prazo curto prazo

Analise das amostras Analise das amostras Analise das amostras crio Analise das amostras crio
preservadas em LMS preservadas em LMS preservadas nas condigbesde  preservadas nas condigdes de
f F

ongo prazo longo prazo

Figura 4 - Linhatemporal das avaliagdes das amostras. Na figura pode-se observar o espaco
temporal correspondente a cada avaliagdo das amostras, desde as amostras avaliadas a fresco,
imediatamente apds a colheita das mesmas, e para cada uma das diferentes condicdes, tanto
as 1) condi¢cdes de preservacao a curto prazo, avaliadas 1,3 e 7 dias ap0s a colheita, 2) as fatias
de miocardio vivas (LMS) resultante do protocolo MyoDish, avaliadas 2 e 4 dias apés a colheita,

e por ultimo, as condi¢Bes de longo prazo, avaliadas 1 e 2 meses apés a colheita.

4.7. Teste de integridade da membrana externa (citocromo c)

7

A integridade da membrana mitocondrial € essencial para que as
mitocondrias funcionem corretamente. Quando a membrana esta integra, a
proteina denominada de citocromo c (cyt c), usada para o transporte de eletrées,
permanece no espacgo intermembranar da mitocéndria. No entanto, quando a
membrana esta danificada o citocromo c pode escapar para 0 citosol,
prejudicando a cadeia de transporte de eletrdes e a producéo de ATP.
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Quando administramos citocromo ¢ exdgeno durante a avaliacao
mitocondrial no Oroboros O2k, e caso a membrana mitocondrial estiver
danificada, esse citocromo c vai ser utilizado pela cadeia de transporte de
eletrdes, resultando num aumento do consumo de oxigénio. Este aumento &
maior do que o observado apds a administracdo de ADP, que normalmente
estimula a respiracdo mitocondrial em membranas intactas.

Portanto, calculando a percentagem de integridade da membrana
mitocondrial através da equacéo ((citocromo ¢ - ADP)/ADP)x100, percebemos o
aumento que houve com a administracdo do cit ¢ em comparacdo com O
aumento que houve quando foi administrado o ADP, sendo que, valores acima
de 20% sao sugeridos (Krajcova et al., 2020) como representativos de danos

significativos na membrana mitocondrial externa.

cytc—ADP x 100
ADP = >20%, sugere a existéncia de danos significativos na

membrana externa mitocondrial.

4.8. Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como um grafico de dispersdo com barra
(média £ E.P.M.) do nimero de ratos indicados por grupo. O GraphPad Prism
9.0 foi usado para a elaboracao grafica e analise estatistica. Apds a identificacao
de outliers com o teste ROUT foi realizada a andlise da distribuicdo Gaussiana
com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A significAncia estatistica foi
determinada usando o teste ANOVA de duas vias, o teste ANOVA de uma via
para comparacdes multiplas (para uma distribuicdo Gaussiana) ou o teste de
Kruskal-Wallis com o pos-teste de Dunn (para uma distribuicdo ndo Gaussiana).
Diferengas com um valor de p<0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.
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5. Resultados

5.1. Amostras preservadas a curto prazo (CO e HT)

No presente estudo avaliamos a eficacia de solucbes de preservacao,
nomeadamente o Custodiol (CO) e Hypothermosol (HT), e o impacto de
diferentes temperaturas, na funcionalidade mitocondrial de amostras de tecido

cardiaco.

As diferentes sub-imagens das figuras 5, 6 e 7 evidenciam o impacto da
utilizacdo do CO e do HT nas diferentes condi¢cdes descritas na seccédo de
métodos, nomeadamente a sua utilizacdo em tecido ou fibras isoladas e a sua
utilizacdo apds preservacao a 4 °C (para o caso de ambas as solucdes) ou a
temperatura ambiente (T?) (caso do CO). Estas diferentes possibilidades foram
analisadas individualmente para cada um dos diferentes dias da linha temporal
de preservacgao a curto prazo (ver figura 4).

Assim sendo, apresentamos de seguida o0s resultados para as seguintes
condi¢cBes: Custodiol 4 °C utilizado em amostras previamente armazenadas
como fibras (CO4°C(f)), Custodiol 4 °C utilizado em amostras previamente
armazenadas como tecido (CO4°C(t)); Custodiol temperatura ambiente utilizado
em amostras previamente armazenadas como fibras (COT?(f); Custodiol
temperatura ambiente utilizado em amostras previamente armazenadas como
tecido (COT?(t)); Hypothermosol 4 °C utilizado em amostras previamente
armazenadas como fibras (HT4°C(f)); Hypothermosol 4 °C utilizado em amostras

previamente armazenadas como tecido (HT4°C(t)).
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Figura 5 - Respiracdo mitocondrial nas condi¢cdes de curto prazo a fresco e ao 1° dia de
armazenamento. Os graficos representam a taxa mitocondrial de consumo de Oz em funcao da
energizacdo dos diferentes complexos e em distintos estados em amostras preservadas com
diferentes solugbes (Hypothermosol a 4 °C, Custodiol a 4 °C e Custodiol T?) ap6s 1 dia de
armazenamento prévio na forma de tecido ou fibras: (A) complexo | no estado LEAK, (B)
complexo | no estado OXPHOS e adicdo de substratos para o complexo I, nomeadamente o
glutamato e malato, (C) complexo | estado OXPHOS com a adi¢do de glutamato, malato e
piruvato, (D) complexo I+1l, (E) respiragdo maxima, (F) ROX; SignificAncia estatistica: *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001, **p<0,0001, determinada pelo teste Kruskal-Wallis (A, G), ou por Ordinary
One-Way ANOVA (B, C, D, E, F) de 5 a 6 amostras por grupo.

Abreviaturas: FRESCO, amostras avaliadas logo apés a colheita; 1d, amostras avaliadas 1 dia
apos a colheita; CO4°C, amostras preservadas na solu¢éo de Custodiol a 4 °C; HT4°C, amostras
preservadas na solugéo de Hypothermosol a 4 °C; COT?, amostras preservadas na solucdo de
Custodiol a temperatura ambiente; Cl (LEAK), respiragdo mitocondrial energizada com
substratos para o complexo I; CI (OXPHOS) — GM, respira¢éo no estado de fosforilacdo oxidativa
apo6s a adicao dos substratos de complexo | glutamato, malato e ADP; CI (OXPHOS) — GMP,
respiracdo no estado de fosforilagdo oxidativa apds a adicdo dos substratos de complexo |
glutamato, malato, piruvato e ADP; CI+ll, respiracdo em estado OXPHOS energizada com
substratos para o complexo | e sucinato para o complexo IlI; RM, respiragdo maxima induzida
pelo desacoplador CCCP; CII, ET, respiracdo mitocondrial apds adicdo de rotenona para inibir o
complexo |; ROX, consumo residual de oxigénio apos adigdo de antimicina para inibir o complexo
Il

Como se pode perceber da figura 5, nos graficos (A/F/G) ndo existem
diferencas significativas, o que, por si s, sugere que nao houve perda de
funcionalidade mitocondrial nas diferentes condicfes relativamente a analise
realizada a fresco. No entanto, no estado OXPHOS energizado com substratos

para o CIl (figura 5B), verificam-se diferencas significativas entre todas as
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solucdes de preservacao, exceto com a solucado Custodiol a 4 °C utilizado em
amostras previamente armazenada em tecido e a amostra a fresco (HT4°C(f) vs
fresco, p<0,0001; HT4°C(t) vs fresco, p<0,01; CO4°C(f) vs fresco, p<0,05; fresco
vs COta(f)/(t), p <0,001). Na figura 5(C), apés a adicéo de piruvato, observam-se
diferencas significativas entre a amostra conservada em Hypothermosol a 4 °C
e previamente armazenada em forma de fibras e as conservadas em Custodiol
e armazenadas a temperatura ambiente e a amostra a fresco (HT4°C(f) vs
fresco, p<0,0001; COt(f)/(t) vs fresco, p<0,05), sugerindo que a solucao que
manteve uma maior funcionalidade do complexo | foi o Custodiol a 4 °C, mais
especificamente com as amostras previamente armazenadas na forma de
tecido. Quando energizamos as amostras com substratos para o complexo II, na
figura 5(D), identificam-se diferengas significativas apenas entre a amostra
preservada em solucdo de Hypothermosol a 4 °C e previamente guardada na
forma de fibras e a analisada a fresco (p<0,01), sugerindo que todas as outras
solugdes, ndo evidenciando diferencas significativas face aos resultados obtidos
a fresco, se mostraram eficazes na manutencdo da atividade destes dois
complexos. No grafico (E) da figura 6, observam-se apenas diferencas
significativas entre a amostra preservada na solucédo de Hypothermosol a 4 °C e
previamente armazenada na forma de fibras e a amostra avaliada a fresco
(p<0,05), indicando que todas as outras solucdes foram eficazes neste
parametro.

5.1.2. Amostras avaliadas 3 dias ap0s a colheita
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Figura 6 - Respiragcdo mitocondrial nas condi¢cdes de curto prazo a fresco e ao 3° dia de
armazenamento. Os graficos representam a taxa mitocondrial de consumo de Oz em funcao da
energizacdo dos diferentes complexos e em distintos estados em amostras preservadas com
diferentes solugfes (Hypothermosol a 4 °C, Custodiol a 4 °C e Custodiol T2) apés 3 dias de

armazenamento prévio na forma de tecido ou fibras: (A) complexo | no estado LEAK, (B)
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complexo | ja no estado OXPHOS e adicéo de substratos de complexo | glutamato e malato, (C)
complexo | estado OXPHOS com a adi¢do de glutamato, malato e piruvato, (D) complexo I+ll,
(E) respiragdo maxima, (F) ROX; SignificAncia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001, determinada pelo teste Kruskal-Wallis (D, E), ou por Ordinary One-Way ANOVA
(A, B, C, F) de 5 a 6 amostras por grupo.

Abreviaturas: FRESCO, amostras avaliadas logo ap6s a colheita; 3d, amostras avaliadas 3 dias
apos a colheita; CO4°C, amostras preservadas na solucéo de Custodiol a 4 °C; HT4°C, amostras
preservadas na solucdo de Hypothermosol a 4 °C; COT?, amostras preservadas na solucdo de
Custodiol a temperatura ambiente; Cl (LEAK), respiragdo mitocondrial energizada com
substratos para o complexo I; CI (OXPHOS) — GM, respira¢éo no estado de fosforilacdo oxidativa
apo6s a adicdo dos substratos de complexo | glutamato, malato e ADP; ClI (OXPHOS) — GMP,
respiracdo no estado de fosforilacdo oxidativa apds a adicdo dos substratos de complexo |
glutamato, malato, piruvato e ADP; CI+ll, respiragdo em estado OXPHOS energizada com
substratos para o complexo | e sucinato para o complexo II; RM, respiragdo maxima induzida
pelo desacoplador CCCP; CII, ET, respiracdo mitocondrial apés adicdo de rotenona para inibir o
complexo I; ROX, consumo residual de oxigénio apos adicao de antimicina para inibir o complexo
1.

O grafico A da figura 6, reflete o impacto das diferentes condi¢cdes
experimentais no estado mitocondrial apés energizacdo com substratos para o
complexo I. Como se pode perceber, verificam-se diferengas significativas entre
as amostras preservadas em Custodiol a 4 °C e previamente armazenadas na
forma de tecido e aquelas que foram preservadas na mesma solucdo a
temperatura ambiente previamente armazenadas em tecido, ou com as que
foram preservadas em Hypothermosol a 4 °C e armazenadas previamente em
tecido (CO4°C(t) vs COta(t), p<0,01; CO4°C(t) vs HT4°C, p<0,05), traduzindo
uma melhor eficacia das amostras quando preservadas na solucédo de CO4°C e
previamente armazenadas como tecido. Nos gréaficos (B/C), relativos a
funcionalidade mitocondrial no estado OXPHOS ap0s energizagdo com diversos
substratos para o complexo I, registam-se diferencas significativas entre todas
as amostras preservadas em diferentes condi¢cfes e a amostra avaliada a fresco
(p<0,0001). Além disso, especificamente no grafico (B), as amostras
preservadas na solugédo de Custodiol a 4 °C e armazenadas na forma de fibras,
demonstraram diferengas significativas face as condicbes HT4°C e COft?
(CO4°C(f) vs HT4°C(f), p<0,05); CO4°C(f) vs COt4(f), p<0,01). No grafico 6(C),
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as amostras preservadas em Custodiol a 4 °C e armazenadas na forma de fibras,
evidenciaram diferencas significativas comparativamente a armazenada a
temperatura ambiente (p<0,05). Relativamente a figura 6(D), quando
energizamos posteriormente as amostras com substratos para o complexo Il
(sucinato), observaram-se diferencas significativas comparativamente a
resposta respiratoria obtida com todas as solu¢cdes de preservacao a ndo ser as
gue foram armazenadas em CO a 4° C e COt? previamente armazenadas como
fibras e as amostras a fresco (COt3(t) vs fresco, p<0,001; HT4°C(t) vs fresco,
p<0,01; HT4°C(f) vs fresco, p<0,05). Adicionalmente, a Unica solucdo de
preservacao que proporcionou diferencgas significativas em relacao as restantes
foi Custodiol a 4 °C utilizado em amostras previamente armazenadas em tecido
(CO4°C(t) vs COTA(t), p<0,05). No gréfico (E), relativo a respiragcdo maxima
induzida pela utilizacdo de um desacoplador (CCCP), a mesma tendéncia
registada no estado anteriormente referido (6D) foi observada. Nos gréaficos
(F/G) da mesma figura ndo se verificaram diferencas significativas entre as
diferentes condicfes e a amostra a fresco.

5.1.3. Amostras avaliadas 7 dias ap0s colheita
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Figura 7 - Respiracdo mitocondrial nas condi¢cBes de curto prazo a fresco e ao 7° dia de
armazenamento. Os gréficos representam a taxa mitocondrial de consumo de Oz em fun¢éo da
energizagdo dos diferentes complexos e em distintos estados em amostras preservadas com
diferentes solugdes (Hypothermosol a 4 °C, Custodiol a 4 °C e Custodiol T2) apo6s 7 dias de
armazenamento prévio na forma de tecido ou fibras: (A) complexo | no estado LEAK, (B)

complexo | ja no estado OXPHOS e adigdo de substratos de complexo | glutamato e malato, (C)
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complexo | estado OXPHOS com a adicao de glutamato, malato e piruvato, (D) complexo I+ll,
(E) respiragdo maxima, (F) ROX; SignificAncia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001, determinada pelo teste Kruskal-Wallis (A,D, E,F,G), ou por Ordinary One-Way
ANOVA (B, C) de 5 a 6 amostras por grupo.

Abreviaturas: FRESCO, amostras avaliadas logo ap6s a colheita; 7d, amostras avaliadas 7 dias
apos a colheita; CO4°C, amostras preservadas na solucéo de Custodiol a 4 °C; HT4°C, amostras
preservadas na solucéo de Hypothermosol a 4 °C; COT?, amostras preservadas na solucdo de
Custodiol a temperatura ambiente; Cl (LEAK), respiragdo mitocondrial energizada com
substratos para o complexo I; CI (OXPHOS) — GM, respira¢éo no estado de fosforilacdo oxidativa
apos a adicao dos substratos de complexo | glutamato, malato e ADP; Cl (OXPHOS) — GMP,
respiracdo no estado de fosforilagdo oxidativa apds a adicdo dos substratos de complexo |
glutamato, malato, piruvato e ADP; CI+ll, respiragdo em estado OXPHOS energizada com
substratos para o complexo | e sucinato para o complexo II; RM, respiragdo maxima induzida
pelo desacoplador CCCP; ClI, ET, respiracao mitocondrial ap6s adi¢cdo de rotenona para inibir o
complexo I; ROX, consumo residual de oxigénio apos adicao de antimicina para inibir o complexo
1.

Relativamente aos resultados obtidos nas amostras preservadas durante
7 dias, podemos verificar no gréfico (A), relativamente ao estado LEAK, que
apenas foram registadas diferencas significativas nas amostras preservadas a
HT4°C comparativamente aos resultados a fresco (HT4°C(t)/(f) vs fresco,
p<0,05). J& nos graficos (B/C), relativos a respiracdo OXPHOS ap0s energizacao
com substratos especificos para o complexo | e adicdo de ADP, evidenciam-se
diferencas significativas entre todas as condi¢cdes de preservacado e a amostra a
fresco (p<0,0001). Quando energizamos as amostras com substratos para o
complexo I, verificou-se, como se pode perceber no gréafico (D), que a solucao
Custodiol a 4°C foi a Unica que ndo motivou diferencas significativas em relacéo
a amostra avaliada a fresco (COt?(f)/(t) vs fresco, p<0,001; HT4°C(t) vs fresco,
p<0,01; HT4°C(f) vs fresco, p<0,05). No estado de respiragdo maxima, obtido
através de desacoplador (E), os resultados foram semelhantes aos anteriores,
sendo de realcgar, mais uma vez, que os obtidos nas amostras preservadas em
Custodiol a 4 °C, quer previamente armazenadas na forma de tecido quer como
fibras, ndo foram significativamente diferentes dos obtidos nas amostras a fresco
(Cot(h/(t) vs fresco, p<0,001; HT4°C(f) vs fresco, p<0,01; HT4°C(t) vs fresco
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p<0,05; CO4°C(f) vs COt¥(f), p<0,05; CO4°C(t) vs COt¥(t), p<0,05). Quando
inibimos a atividade do complexo | e examinamos o complexo Il de forma isolada
(7F), observaram-se diferencas significativas entre todas condi¢coes e a amostra
a fresco com excecdo das amostras preservadas em Custodiol a 4 °C, (tecido e
fibras) e em Hypothermosol a 4° C (tecido) (COT?(f)/(t) vs fresco, p<0,01;
HT4°C(f) vs fresco, p<0,05; CO4°C(f) vs COTA(f), p<0,05; CO4°C(t) vs COTA(t),
p<0,05). Por dltimo, no grafico 7(G), ndo foram detetadas diferencas

significativas entre as distintas condic¢des.

Apresentamos seguidamente os resultados relativos a avaliagdo da
integridade da membrana externa mitocondrial atraveés do teste de citocromo ¢

nas condicdes de preservagao a curto prazo.

Tabela 1 - Avaliacdo da integridade da membrana externa mitocondrial (mtOm) nas
condi¢cbes de curto prazo, nomeadamente com a utilizagdo de Hypothermosol (HT4°C) e
Custodiol (COT?2 e CO4°C) em tecido ou fibras isoladas armazenadas 1, 3 e 7 dias apds a
colheita. Significancia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, vs amostra a fresco, determinada pelo teste
Ordinary One-Way ANOVA (HT4°C(f); HT4°C(t); CO4°C(t); COTA(f)) ou pelo teste de Kruskal-
Wallis (CO4°C(f); COT?a(t)), de 5 a 9 amostras por grupo.

Integridade mtOm (%) fresco 1d 3d 7d

HT4°C(t) 94421 |20.44+47 |[222483 |25+16.9
HT4°C(f) 94421 |8.7+13.6 |[56.2+42.1 |30+25.1
CO4°C(f) 9.3+2.1 |[24.9+15.7 | 13.9+49 |[74.5+335"*
CO4°C(t) 94421 |259485 |[26.8+485 |27.31+9.9
COTA(f) 94421 |57.6+19.3 [19.1+7.6 |96.7+40.8
COTA(1) 9.4+2.1 39+11.1 58.7+15 * | 108.3+34.6 **

Abreviaturas: mtOm, mitochondrial outer membrane, membrana externa mitocondrial; LMS,
Living Myocardic Slides, Fatias de Miocardio Vivas; 2d, refere-se as amostras avaliadas 2 dias

apos a colheita; 4d, refere-se as amostras avaliadas 4 dias apés a colheita.

Da andlise da tabela 1, constata-se que sO existem diferencas

significativas comparativamente aos valores obtidos a fresco aquando da
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utilizacdo de CO4°C em amostras previamente armazenadas como fibras ao dia
7 (p<0,05) e em amostras armazenadas em COT?(t) ao dia 3 (p<0,05) e ao dia
7 (p<0,01). Tendo como referéncia que, neste teste de integridade de membrana,
valores superiores a 20% sugerem danos significativos na membrana externa
mitocondrial, verifica-se que, apés 1 dia de armazenamento, as condi¢cdes que
se mostraram mais eficazes foram a HT4°C(f) e as HT4°C(t) e CO4°C(f)/(t) com
valores de integridade da membrana proximos dos valores de referéncia. Apds
3 dias de armazenamento, a condicdo que mostrou ser mais eficaz foi a
CO4°C(f), seguida da condicdo COT?(f). De realcar que as condigcdes CO4°C(t)
e HT4°C(t) também parecem evidenciar uma certa eficacia na preservacao da
integridade da membrana. Ap6s 7 dias de preservagdo, nenhuma condicdo
proporcionou uma meédia inferior ou aproximada aos 20%, 0 que sugere que
praticamente todas as amostras apresentaram danos significativos na

integridade da membrana externa mitocondrial.

5.2. Amostras mantidas no sistema MyoDish (Living Myocardial Slices
- LMS)

Relativamente as LMS de ventriculo direito (VD), mantidas no sistema
MyoDish, durante 2 a 4 dias, sdo apresentados os resultados de respiracao

mitocondrial das andlises a fresco e 2 e 4 dias apds o0 seu armazenamento.
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Figura 8 - Respiracdo mitocondrial das LMS a fresco e 2 e 4 dias ap6s armazenamento. O
gréfico representa a taxa mitocondrial de consumo de O: em func¢do da energizacdo dos
diferentes complexos e em distintos estados em LMS mantidas no sistema MyoDish.
Significancia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, determinada pelo teste
Kruskal-Wallis, de 7 a 9 amostras por grupo.

Abreviaturas: 0d, FRESCO, refere-se as amostras avaliadas logo ap6s a colheita; 2d, refere-se
as amostras avaliadas 2 dias ap6s a colheita; 4d, refere-se as amostras avaliadas 4 apés a
colheita; ClI (LEAK), respiracdo mitocondrial energizada com substratos para o complexo I; ClI
(OXPHOS) — GMP, respiragéo no estado de fosforilagdo oxidativa apés a adicao dos substratos
de complexo | glutamato, malato, piruvato e ADP; CI+ll, respiracdo em estado OXPHOS
energizada com substratos para o complexo | e sucinato para o complexo Il; RM, respiracéo
maxima induzida pelo desacoplador CCCP; CIlI, ET, respiracdo mitocondrial ap6s adicdo de
rotenona para inibir o complexo I; ROX, consumo residual de oxigénio apés adi¢do de antimicina

para inibir o complexo Ill.

59



A andlise da figura 8 permite verificar diferencas significativas em todos os
parametros, com excec¢do dos complexos I+ll e o estado ROX, no dia 2
comparativamente a analise realizada a fresco (Cl (OXPHOS) — GM, p<0,0001;
Cl (LEAK), p<0,001; RM, p<0,01; CI (OXPHOS) — GMP e CII, (ET), p<0,05).

No que diz respeito aos resultados obtidos apés 4 dias de armazenamento, s6
nao se verificaram diferencas significativas relativamente as analises a fresco no
estado ROX.

Os valores apresentados na tabela 2 expressam o célculo da
percentagem de integridade da membrana externa mitocondrial, realizados
segundo o procedimento definido na seccdo de material e métodos e
considerando que valores superiores a 20% sugerem a existéncia de danos
significativos na membrana mitocondrial. A analise dos dados permite constatar
que todas as amostras parecem apresentar a integridade da membrana
mitocondrial sem danos significativos e sem diferencas estatisticamente

significativas entre os diferentes momentos de avaliacao.

Tabela 2 - Avaliagcdo da integridade da membrana externa mitocondrial (mtOm) de
amostras LMS mantidas no sistema MyoDish a fresco e 2 e 4 dias apds armazenamento.
Significancia estatistica determinada pelo teste Ordinary One-Way ANOVA de 7 a 9 amostras

por grupo.

Integridade mtOm (%) fresco

LMS 15.4+4.2 12.3+5.2 16.1+14

Abreviaturas: mtOm, mitochondrial outer membrane, membrana externa mitocondrial; LMS =
Living Myocardic Slides, Fatias de Miocardio Vivas; 2d, refere-se as amostras avaliadas 2 dias

apos a colheita; 4d, refere-se as amostras avaliadas 4 dias apés a colheita.

5.3. Amostras em condig¢des de criopreservacgao (longo prazo)

As diferentes sub-imagens que compoem a figura 9 evidenciam o impacto
da utilizacdo de diferentes condi¢cdes de criopreservacéo a longo prazo (1 e 2
meses de criopreservacao) na funcionalidade mitocondrial de amostras de tecido

cardiaco.
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Figura 9 - Respiragdo mitocondrial em amostras sujeitas a diferentes condi¢ces de
criopreservacéo a longo prazo. Os gréficos representam a taxa mitocondrial de consumo de

02 em funcédo da energizacdo dos diferentes complexos e em distintos estados em amostras
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sujeitas a condi¢cBes distintas de criopreservacédo (Condicdo 1 (C1) - BIOPS/BSA/30%DMSO
“congelacgéo instantanea”; Condicdo 2 (C2) - BIOPS/BSA/30%DMSO “congelagédo sequencial’;
Condicdo 3 (C3) - CO/BSA/10%DMSO “congelagdo sequencial’; Condicdo 4 (C4) -
HT/BSA/10%DMSO “congelagdo sequencial’; Condicdo 5 (C5) - BIOPS/BSA/10%DMSO)
“congelagdo sequencial” apds 1 e 2 meses de armazenamento. (A) complexo | no estado LEAK,
(B) complexo | em estado OXPHOS com a adicdo de glutamato, malato e piruvato, (C) complexo
I+1l, (D) respiracdo maxima, (E) ROX; Significancia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
***xn<(0,0001, determinada pelo teste Kruskal-Wallis (B, C, D, E), ou por Ordinary One-Way
ANOVA (A, F) de 3 a 11 amostras por grupo.

Abreviaturas: FRESCO, refere-se as amostras avaliadas logo apds a colheita; 1M, refere-se as
amostras avaliadas 1 més apos a colheita; 2M, refere-se as amostras avaliadas 2 meses apos a
colheita; ClI (LEAK), respiracdo mitocondrial energizada com substratos para o complexo I; Cl
(OXPHOS) — GM, respiracao no estado de fosforilagdo oxidativa apds a adicdo dos substratos
de complexo | glutamato, malato e ADP; ClI (OXPHOS) — GMP, respiracdo no estado de
fosforilacdo oxidativa apés a adigdo dos substratos de complexo | glutamato, malato, piruvato e
ADP; CI+lIl, respiracdo em estado OXPHOS energizada com substratos para o complexo | e
sucinato para o complexo Il; RM, respiragdo méaxima induzida pelo desacoplador CCCP; ClI, ET,
respiracao mitocondrial apds adi¢do de rotenona para inibir o complexo I; ROX, consumo residual

de oxigénio apos adicdo de antimicina para inibir o complexo Ill.

Analisando a atividade respiratoria apdés adicdo de substratos do
complexo I no estado LEAK (9A), constataram-se apenas diminui¢cdes
significativas da funcéo respiratoria mitocondrial nas condi¢des 2 ao 2° més e 3
e 5 ao 1° més em relacdo aos resultados obtidos na avaliagdo das amostras a
fresco (p<0,01, p<0,05 e p<0,05, respetivamente). Na figura 9(B), representativa
do estado OXPHOS com substratos energizantes do complexo I, observa-se que
a condicao 1 foi a Unica a apresentar uma diminuic¢&o significativa entre o més 1
e 0 més 2 (p<0,05), sendo que, em comparacdo com as amostras a fresco, so
as condicbes 2 e 3 evidenciaram uma perda de funcionalidade significativa
(p<0,05). Considerando o més 2, todas as condi¢cdes apresentaram diferencas
significativas em relacdo a amostra a fresco (C2 vs fresco, p<0,0001; C1/C3 vs
fresco, p<0,001; C4/C5 vs fresco, p<0,01). Relativamente aos gréaficos (C/D),
observa-se que somente a condicdo 4 no més 2 propiciou alteracdes

significativas da funcionalidade mitocondrial nestes estados relativamente as
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amostras a fresco (p<0,05). No que diz respeito aos graficos (E/F) da figura 9,
nao foram registadas diferencas significativas.

De seguida, sdo apresentados os resultados do teste de integridade da
membrana externa mitocondrial, nas condicbes de criopreservagdo a longo

prazo.

Tabela 3 - Avaliagdo da integridade da membrana externa mitocondrial (mtOm) em
diferentes condicbes de criopreservacdo a longo prazo (Cl1 - BIOPS/BSA/30%DMSO
“congelagdo instantanea”; C2 -BIOPS/BSA/30%DMSO “congelagdo sequencial’; C3 -
CO/BSA/10%DMSO “congelagdo sequencial’; C4- HT/BSA/10%DMSO “congelagado
sequencial”’; C5 - BIOPS/BSA/10%DMSO “congelagdo sequencial’) apés 1 e 2 meses de
armazenamento. SignificAncia estatistica: *p<0,05, **p<0,01, determinada pelo teste Ordinary
One-Way ANOVA, de 3 a 9 amostras por grupo.

Integridade mtOm (%) Fresco ™ 2M

Condicéo 1 8.5+1.8 25.1+7.7 30.2+7.5

Condicao 2 8.5+1.8 21.9+4.4 14.5+5.5

Condicédo 3 9+2 36+12.3 25.54+8.7

Condicao 4 9.1+1.7 13.7+4.9 25.9+64 *

Condicao 5 8.212 53.4+11.1°* 43.7+6.2 **
Abreviaturas: mtOm, mitochondrial outer membrane, membrana externa mitocondrial;

FRESCO, refere-se as amostras avaliadas logo apés a colheita; 1M, refere-se as amostras

avaliadas 1 més apo6s a colheita; 2M, refere-se as amostras avaliadas 2 meses apdés a colheita.

Analisando a tabela 3, verificam-se apenas diferencas estatisticamente
significativas entre as condi¢cdes 4 e 5 de criopreservacdo comparativamente
com as amostras analisadas a fresco (C1 vs fresco més 2, p<0,05; C5 vs fresco
més 1, p<0,05; C5 vs fresco més 2, p<0,01).

Tendo como referéncia os valores apresentados na tabela 3, e considerando
gue valores acima de 20% sugerem danos significativos na membrana externa
mitocondrial, pode-se constatar que, ap6s 1 més de armazenamento, foi a
condicdo 4 que demonstrou melhor eficacia ainda que as condicdes 1 e 2
também parecam ter proporcionado um razoavel grau de protecdo. Apés 2

meses de armazenamento, a solugao que mostrou ser mais eficaz foi a condicédo
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2, ainda que as condi¢cdes 3 e 4 tenham evidenciado, igualmente, uma certa

eficacia na preservacao da integridade da membrana.

6. Discussao

Neste estudo, de uma forma geral, observdmos que 1) A solucdo de
preservacao a curto prazo que demonstrou maior eficacia na manutencdo da
funcdo mitocondrial ao longo dos 7 dias foi o Custodiol a 4 °C. Genericamente,
a preservacao prévia das amostras na forma de tecido mostrou-se mais eficaz
para a manutencao da funcdo dos complexos | e Il da cadeia de transporte de
eletrdes, embora a preservacao na forma prévia de fibras tenha, igualmente,
evidenciado beneficios em determinados momentos do armazenamento; 2) A
solucdo de preservacdo que melhor manteve a integridade da membrana
mitocondrial até ao 1° dia de armazenamento foi o Hypothermosol a 4 °C utilizado
em amostras previamente armazenadas em fibras. No entanto, até aos 3 dias,
foi o Custodiol a 4 °C utilizado em amostras previamente armazenadas como
fibras que conseguiu manter um melhor nivel de integridade. De destacar que as
amostras armazenadas previamente na forma de fibras mostraram-se mais
eficazes do que as armazenadas como tecido na preservacao da integridade da
membrana externa mitocondrial. No geral, as solu¢cbes de preservacao
demonstraram limitacdes significativas em manter a integridade da membrana
externa mitocondrial ao longo do tempo. Contudo, relativamente as amostras do
ventriculo direito, a preservacdo das LMS pelo sistema MyoDish mostrou-se
eficaz na preservacdo da integridade da membrana externa mitocondrial. No
entanto, apresentaram algumas limitagbes na manutencdo da funcéo dos
complexos | e Il; 3) Relativamente as condi¢cbes de criopreservacdo a longo
prazo, todas, com excecéo da condicdo 1 ao 1° més, evidenciaram dificuldades
de manutencdo da funcionalidade mitocondrial do complexo | em estado
OXPHOS. Por outro lado, de uma forma geral, todas as condi¢ées conseguiram
preservar a funcionalidade do complexo Il e mesmo da respiracdo méaxima, com
excecao da condicao 4 ao 2° més; 4) Nas condi¢cdes de criopreservacao a longo

prazo, a condicdo 2 foi a mais eficaz em manter em manter a integridade das
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amostras, embora todas as condi¢des tenham evidenciado capacidade protetora

da membrana externa.

6.1. Condi¢cdes de preservagéo a curto prazo

Como foi referido inicialmente na “revisdo da literatura”, diversos trabalhos
tém sido realizados na tentativa de evidenciar propriedades protetoras de
diferentes solucdes face a deterioracdo estrutural e metabdlica associada a
preservacao de 6rgaos e tecidos ao longo do tempo para efeitos de transplante
ou analise posterior. No caso especifico do Custodiol, também conhecido como
solucdo de histidina-triptofano-cetoglutarato ou HTK, as suas propriedades
termodindmicas a baixas temperaturas tém sido atraentes para a cirurgia
cardiaca menos invasiva, tal como para o uso na preservacao de 6rgaos para
transplante (Edelman et al., 2013), uma vez que parece ter um papel eficaz na
capacidade de manter o equilibrio osmético e reduzir a formacao de cristais de
gelo nos respetivos tecidos. Em linha com estes resultados, os dados do
presente trabalho, mostram que o Custodiol a 4 °C foi eficaz na manutencéo da
funcdo mitocondrial a curto prazo. Comparando com outros estudos, que utilizam
nomeadamente o mesmo tecido, a eficacia do Custodiol na preservacao
mitocondrial é consistente com a literatura existente (Edelman et al., 2013).
Surpreendentemente, no que diz respeito a avaliacdo da integridade da
membrana externa mitocondrial, a preservacdo das amostras nesta solucao
(CO4°C(f)) evidenciou um perfil temporal de protecdo n&do esperado.
Efetivamente, embora os valores obtidos no 3° dia sejam compativeis com um
nivel de protecdo adequado, valores inferiores a 20%, os niveis de integridade
da membrana mitocondrial obtidos no dia 1 apresentam-se acima do limite de
referéncia e, por isso, sugerem algum nivel de dano. Este resultado ndo era
esperado, uma vez que com o passar do tempo supor-se-ia que a amostra
preservada ou mantivesse o nivel de integridade ou o deterioramento da
membrana fosse crescente. Uma razao plausivel para o observado pode ter sido
a existéncia de fatores externos a propria solu¢cdo, nomeadamente a preparacao

prévia das fibras para armazenamento. De facto, uma vez que 0 mesmo se
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evidenciou aquando da utilizacdo de COT?(f), parece verificar-se uma tendéncia
para que as amostras armazenadas previamente na forma de fibras,
contrariamente ao que acontece com as armazenadas na forma de tecido,
apresentem uma maior variabilidade e instabilidade temporal quanto a
preservacdo da sua membrana externa mitocondrial ao longo do tempo.
Hipoteticamente, este facto pode dever-se a problemas técnicos de preparacao
das fibras uma vez que, como se pode evidenciar no nosso trabalho, alguns dos
resultados de integridade obtidos foram conseguidos com recurso a esta
solucéo.

A este proposito, a forma prévia de armazenamento mostrou ser relevante
e apresentar nuances nas condicdes de preservacdo a curto prazo. De facto,
nestas condicdbes de curto prazo, os dados parecem sugerir que O
armazenamento em tecido preservou de forma mais eficaz a funcionalidade dos
complexos | e Il. No entanto, quanto a integridade da membrana externa, o
armazenamento em fibras foi mais eficaz.

Por seu lado, o armazenamento hipotérmico durante 3 dias com
Hypothermosol foi capaz de preservar significativamente a atividade metabdlica,
a integridade da matriz extracelular e células de culturas confluentes (Freitas-
Ribeiro et al., 2019). Esta solucao, rica em electrdlitos, nutrientes essenciais e
antioxidantes, proporciona um ambiente favoravel ao funcionamento celular. No
entanto, a utilizacdo desta solucdo de preservacdo ao 7° dia evidenciou, no
estudo anterior, menor capacidade protetora relativamente a diminuicdo da
atividade metabdlica celular o que vai, justamente, de encontro a diminuicdo da
funcionalidade mitocondrial evidenciada no nosso trabalho. De facto, de acordo
com 0s nossos resultados a eficacia protetora desta solugéo parece estar muito
dependente do tempo, dissipando-se no decorrer do mesmo. Embora o
hypothermosol seja eficaz na preservacdo a curto prazo da integridade da
membrana externa mitocondrial, parece ndo fornecer a protecao necessaria para
a manutencdo da funcionalidade do complexo I, mesmo que em certos
momentos, tenha revelado alguma eficacia na preservacdo do complexo II.
Tendo em conta que o complexo | possui estruturalmente muito mais

subunidades do que o complexo Il e que grande parte destas subunidades tém
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funcdes estabilizadoras e de agregacédo, a potencial instabilidade crescente da
membrana interna ao longo do tempo podera, pelo menos em parte, contribuir
para a diminuigcdo da funcionalidade do complexo | (Caruana & Stroud, 2020;
Figueroa et al., 2002; Hirst et al., 2003). Adicionalmente, o complexo | € mais
sensivel ao stress oxidativo comparativamente ao complexo Il (Groger et al.,
2023; Guo et al., 2013; Wirth et al., 2016). De facto, uma significativa abundancia
de grupos ferro-enxofre no complexo | determinam uma elevada susceptibilidade
a producdo de ROS e consequentemente a lesdo oxidativa tornando-o
potencialmente menos funcional (Signorile & De Rasmo, 2023). Sendo o
complexo I, contrariamente ao complexo Il, responsavel pelo bombeamento de
protbes para 0 espacgo intermembranar e, consequentemente, contribuidor
efetivo gradiente protdnico associada a producdo de energia, a sua disfuncéo
contribuir4, pelo menos em parte, para uma diminuicdo da bioenergética
mitocondrial (Iverson et al., 2023; Sharma et al., 2009). De realcar, ainda, que o
complexo | sendo altamente sensivel ao stress oxidativo, pode “ver” exacerbada
esta circunstancia durante os processos de congelamento e descongelamento,
tal como observado na seccdo seguinte relativa ao impacto de diferentes
condicBes de criopreservacao na funcionalidade mitocondrial.

As LMS séo, recentemente, utilizadas como um modelo de complexidade
cardiaca intermediaria que fornecem uma plataforma de investigacdo in vitro
representativa para estudos de cariz cardiovascular. A partir de uma variedade
de modelos animais e bidpsias humanas, este modelo de andlise bioldgica,
retém a multicelularidade nativa, a arquitetura e a fisiologia do coracéo, e, ao
mesmo tempo, possui uma espessura que garante difusdo adequada de
oxigénio e substrato metabdlico in vitro (Watson et al., 2019). Em relacdo as
amostras utilizadas no protocolo das LMS no nosso estudo, observou-se que a
integridade da membrana externa mitocondrial foi preservada ao longo dos 4
dias de cultura. No entanto, apresentaram limitacdes substanciais na
manutencao da funcdo dos complexos | e Il, 0 que sugere que, apesar deste
protocolo conseguir preservar de forma eficaz a integridade da membrana
externa mitocondrial, a bioenergética mitocondrial, ainda assim, esta muito

afetado.
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6.2. CondicOes de criopreservacao a longo prazo

A par da relevancia do estudo da preservacdo de amostras bioldgicas e,
neste nosso caso em particular, da funcionalidade mitocondrial em condigdes de
curto prazo, existem variadas condigcbes experimentais, no contexto da
investigacdo, em que a possibilidade de criopreservar as amostras por periodos
mais prolongados, recorrendo a meétodos hipotérmicos de muito baixa
temperatura, seria uma mais valia muito significativa (Jungare et al., 2022).
Efetivamente, se isso ja € possivel para a analise de inUmeros parametros no
ambito das “Gmicas”, de que a protedmica e a metabolémica sédo, desde ha
muito, exemplo, ainda ndo esta adequadamente resolvida a possibilidade de
analisar ou avaliar a funcionalidade de muitos componentes das amostras
biolégicas, algum tempo apo6s a colheita. Efetivamente, a conservacdo de
amostras a temperaturas muito baixas (p.e. -80 °C) parece ser um factor de
stress biolégico que determina em muitas condi¢des a deterioracdo de alguns
componentes celulares, como sejam as membranas e, consequentemente, a
inviabilidade funcional da amostra (Jungare et al., 2022). Neste sentido, a
aplicacao de agentes crioprotetores antes do processo de congelacdo tem vindo
a ser estudado como forma de mitigar esse efeito. Hipoteticamente, a par de
outras vantagens, poderdo ajudar a prevenir certas lesdbes mecanicas ou
metabdlicas induzidos pela formacgédo de microcristais de gelo ou pela producéo
excessiva de ROS, respetivamente. No entanto, a utilizacdo destes meios pode
também prejudicar a estabilidade e funcdo de diversas proteinas, a integridade
das membranas celulares e, inclusivamente, mitocondriais (Marcantonini et al.,
2022). Assim sendo, é necessario que estas solucdes de criopreservacao sejam
aprimoradas para possuirem potencial de criopreservacdo com a maxima
eficAcia. No entanto, estudos no ambito da criopreservacdo de tecidos para
posterior analise de funcdo mitocondrial sdo omissos e os resultados ndo sao
consensuais. Efetivamente, varios detalhes metodologicos associados aos tipos
de tecido utilizados, a combinacdo e a proporcdo de diversos compostos

utilizados, as temperaturas abaixo de zero utilizadas, bem como a forma como é
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realizado o procedimento de congelacao (imediato ou sequencial), parecem ditar
diferentes respostas relativamente a viabilidade biolégica das distintas amostras.

No presente trabalho, tal como referido anteriormente, de uma forma geral
todas as condi¢cOes testadas evidenciaram incapacidade de preservar a
funcionalidade mitocondrial do complexo | em estado OXPHOS apesar de terem
sido eficazes a preservar a funcionalidade do complexo Il e mesmo da respiracao
méxima. Tendo como referéncia os compostos utilizados a curto prazo
(Custodiol e Hypothermosol), verificamos que 0s mesmos nao pareceram ser
mais eficazes do que as restantes condicdes na preservacao da funcionalidade
mitocondrial apesar de, o HT na condicédo 4, se ter mostrado bastante eficaz na
preservacao da integridade de membrana, pelo menos ao 1° més. Importa no
entanto referir que nas condi¢cdes em que estes dois compostos foram utilizados,
a concentracdo de DMSO foi de 10%, em contraste com as condi¢cdes 1 e 2 em
que a sua concentracdo € de 30%. Relativamente a este aspecto, a estrita
variacdo da concentracdo de DMSO entre a condicéo 2 (30%) e 5 (10%), parece
sugerir que, ainda que no que diz respeito a funcionalidade mitocondrial ndo
existam diferencas a assinalar, no teste de integridade de membrana uma maior
concentracdo de DMSO parece ter efeitos mais protetores. Assim sendo, poderia
ser uma via promissora, aumentar a percentagem de concentracdo de DMSO
nas condi¢des 3 e 4, de forma a incrementar o seu potencial crioprotetor. Em
contraste (Nazarpour et al.,, 2012), sugerem que concentracbes de DMSO
superiores a 20% apresentam elevado nivel de toxicidade celular e, por isso,
comprometem a viabilidade biolégica. Surpreendentemente, embora alguns
estudos tenham demonstrado que o glicerol € menos toxico que o DMSO
(Tselutin et al., 1999), outros demonstram um potencial de criopreservacao
significativamente maior por parte deste (Kuznetsov et al., 2003), sugerindo que
as concentragodes entre 20% e 50% de DMSO, apresentam ter um efeito positivo
na criopreservacdo de mitocondrias de fibras musculares cardiacas e
esqueléticas, apresentando um declinio acentuado na capacidade respiratoria
em concentracbes maiores que 50%. Tendo em conta a complexidade de
interacbes entre os diferentes compostos utilizados nas diferentes condic¢des,

hipoteticamente a potencial toxicidade do DMSO em altas concentracdes, que
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pode variar dependendo do tipo de célula ou tecido, deve ser levada em
consideracdo em funcdo da sua interacdo com 0s restantes componentes da
solucao (isto é, BSA e solucao base de preservacdo) e modo de congelamento
da amostra (Kuznetsov et al., 2003).

Com base nos resultados deste estudo, parece poder-se, ainda, concluir
gue o impacto do método de congelacdo € significativo quanto a viabilidade
biolégica das amostras. O processo de congelacdo instantdnea demonstrou
causar mais danos a membrana externa mitocondrial, como evidenciado pela
comparacao entre as condicdes 1 e 2, onde a Unica diferenca foi o método de
congelacédo (congelacédo instantanea vs congelacdo sequencial). De facto, na
condigéo 2, a congelagcao sequencial resultou numa maior protecdo membranar
face ao obtido na condi¢cdo 1 com congelacao instantanea. Este facto parece ser
corroborado pela literatura, que sugere que a velocidade de congelacdo pode
influenciar significativamente a integridade celular durante a criopreservacao
(Heumtiller-Klug et al., 2023). No entanto, quando se avalia outros parametros,
como a funcionalidade de certos complexos, principalmente o complexo | até ao
1° més de criopreservacdao, a condicdo 1, que seguiu o protocolo de congelacao
instantanea, foi aquela que se mostrou mais apta e eficaz a proteger a respiracao
mitocondrial apesar de, hipoteticamente, a toxicidade referida para as altas
concentracbes de DMSO poderem justificar a perda de eficiéncia no 2° més.
Adicionalmente, esta condicdo mostrou também ser eficaz na criopreservacao
das amostras até ao 2° més relativamente a funcao respiratéria do complexo Il.
Admitindo que ambos os métodos de congelacdo podem oferecer beneficios,
dependendo dos respetivos modelos utilizados e de como sao postos em prética
(Heumtiller-Klug et al., 2023; Levi-Setti et al., 2016), a partida sabe-se que no
congelamento rapido, as amostras mudam do estado liquido para o so6lido sem
formacao de cristais de gelo (Heumiller-Klug et al., 2023), mas que, por outro
lado, tem um efeito desacoplador na respiracdo, danificando membranas
mitocondriais (Larsen et al., 2012). Porventura, por esta razédo, poderia requerer
concentragcbes mais elevadas de DMSO e, de forma contraproducente, ter um
impacto téxico no tecido (Heumdller-Klug et al., 2023). Em alternativa,

citoprotetores menos toxicos, como o glicerol (Tselutin et al., 1999), permitiriam
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um possivel aumento da concentracdo sem comprometer o impacto toxico no
tecido.

Como exemplo final das implicagbes dos diferentes métodos de
congelagao na funcionalidade mitocondrial, foi demonstrado, em amostras de
placenta, que a congelacéo rapida resultou numa diminui¢do severa do consumo
de oxigénio, variando de ~30% no estado OXPHOS CI e CI+ll a ~50% na
capacidade maxima ET e CIl, em comparagdo com as amostras avaliadas a
fresco e criopreservadas gradualmente. Para além disso, a titulacdo de
citocromo ¢ aumentou a respiracdo em amostras congeladas rapidamente, o que
sugere que penetrou o espaco intermembranar devido a danos na membrana

externa (Giovarelli et al., 2023).

6.3. Sugestdes para trabalhos futuros

Os resultados do presente estudo sugerem a necessidade de adaptar
protocolos para diferentes condicbes de criopreservacao, visando melhorar a
eficiéncia dos estudos futuros. Tendo em conta o atras referido, sugere-se
analisar a eficacia do glicerol, ou outro citoprotetor tido como menos téxico em
altas concentraces, substituindo o DMSO na condi¢éo 1 (BIOPS com 10 mg/mi
BSA e 30% DMSO com “congelagao instantdnea”). Assim sendo, poder-se-ia
testar um modelo de menor toxicidade a concentracdes mais elevadas e manter
a integridade da membrana.

Por outro lado, embora alguns estudos tenham demonstrado que o
glicerol € menos téxico que o DMSO (Tselutin et al., 1999), outros demonstram
um potencial de criopreservagédo significativamente maior por parte deste
(Kuznetsov et al., 2003). Por isso, tendo sido as condi¢cdes 3 e 4 eficazes em
manter a funcionalidade do complexo Il, mas, no entanto, apresentarem
dificuldade em manter a integridade da membrana externa, uma hipotética nova
estratégia seria aumentar ligeiramente essa concentragdo para melhorar a
integridade da membrana externa apés a criopreservacao.

Por dltimo, visto que se observaram vantagens na preservacao a curto
prazo na forma de armazenamento prévio em tecido, apesar de o

armazenamento prévio em fibras também ter evidenciado vantagens, seria
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interessante replicar estes dois tipos de armazenamento também em condicfes

de criopreservacéao a longo prazo.
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7. Conclusao

O presente estudo apresentou como principal objetivo, avaliar a eficacia de
diferentes solucdes de preservagao e criopreservacdo na manutencdo da
funcionalidade mitocondrial apds armazenamento a curto e longo prazo,
respetivamente.

Como conclusdes gerais, poderemos salientar que:

- Relativamente ao efeito da preservagcao das amostras na funcionalidade
mitocondrial do complexo | em estado OXPHOS até ao 3° dia, com excecao do
CO4°C, utilizado em amostras previamente armazenadas na forma de tecido ou
fibras, nenhuma outra condicao foi claramente protetora;

- Relativamente ao efeito da preservagcao das amostras na funcionalidade
mitocondrial do complexo Il, 0 CO4°C é a solucao que melhor preserva amostras,
previamente armazenadas na forma de tecido ou fibras, de forma mais eficaz até
ao 7° dia;

- Quanto a integridade da membrana externa mitocondrial, a metodologia
mais eficaz foi a preservacao das amostras na forma de LMS;

- Relativamente ao efeito da criopreservacdo das amostras na
funcionalidade mitocondrial do complexo | em estado OXPHOS até ao 1° més, a
condicdo 1 foi a que se mostrou mais eficaz;

- Relativamente ao efeito da criopreservacdo das amostras na
funcionalidade mitocondrial do complexo Il em estado OXPHOS, todas as
condicBes foram eficazes até ao 2° més;

- Quanto a integridade da membrana externa mitocondrial, a condicéo 2

foi a que se mostrou mais eficaz.

Em suma, este trabalho ndo sé alcangou os objetivos propostos, como também
abriu novas vias para futuros trabalhos de investigagéo. Destaca-se a partir da
sua realizacdo a importancia de continuar a explorar e otimizar as técnicas de
preservacao e criopreservacdo de amostras para avaliagdo da funcionalidade
mitocondrial em diferentes contextos, nomeadamente nas areas da saude e do

exercicio fisico.
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