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RESUMO: A mitoterapia (transplante
de mitocdndrias) é uma técnica recente
que busca, através da administracdo de
mitocdndrias funcionais isoladas, reverter
disfun¢des celulares em uma variedade de
condigbes patolégicas em tecidos - como
isquemias pulmonar, cardiaca e cerebral,
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Parkinson, esquizofrenia
e declinio cognitivo. Sua abordagem
terapéutica diferencia-se da tradicional
aplicacdo observada no uso de farmacos
ou moléculas redox-sensiveis direcionadas
para a populacdo de mitocondrias do
o6rgdo afetado. Em modelos celulares,
animais e humanos, a mitoterapia ja
demonstrou potencial de recuperacdo do
perfil metabdlico, reversdo do estresse
celular e de danos teciduais. No entanto,
diversos sao o0s parametros ainda nao
padronizados que limitam o aprimoramento
da técnica quanto a sua optimizagéo e
reprodutibilidade, e dificultam a sua ampla
aplicacgao clinica. Neste capitulo exploramos
0s aspectos tecnoldgicos do transplante de
mitocdndrias. Discutimos os resultados ja
obtidos e os desafios da implementagao
de uma técnica de carater incipiente que
apresenta grande diversidade de modelos
celulares utilizados e variabilidade nos
métodos empregados. A mitoterapia carece
de técnicas padronizadas que garantam com
satisfatéria reprodutibilidade e robustez a
demonstracao de seus potenciais beneficios
terapéuticos. Ainda assim, o transplante
de mitocéndrias permanece sendo uma
possibilidade promissora para o tratamento
de diversas condigdes patoldgicas.
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MITOCHONDRIAL TRANSPLANTATION: TECHNOLOGICAL ASPECTS AND
CLINICAL APPLICATION OF MITOTHERAPY

ABSTRACT: Mitotherapy (mitochondrial transplant) is a recent technique that seeks, through
the administration of isolated functional mitochondria, to reverse cellular dysfunctions in
a variety of pathological conditions - such as pulmonary, cardiac and cerebral ischemia,
Parkinson’s disease, schizophrenia and cognitive decline. Its therapeutic approach differs
from the traditional application observed in the use of drugs or redox-sensitive molecules
directed to the mitochondrial population of the affected organ. In cellular, animal and human
models, this strategy has already demonstrated potential for recovery of the metabolic profile,
reversal of cellular stress and tissue damage. However, there are several parameters that
have not yet been standardized, which limit the improvement of the technique in terms of its
optimization and reproducibility, and hinder its wide clinical application. In this chapter we
explore the technological aspects of mitochondria transplantation. We discuss the results
already obtained and the challenges of implementing an incipient technique that presents a
great diversity of cell models and variability in the methods. Mitotherapy lacks standardized
techniques that guarantee satisfactory reproducibility and robustness in demonstrating its
potential therapeutic benefits. Still, mitochondria transplantation remains a potential possibility
for the treatment of several pathological conditions.

KEYWORDS: Mitochondrial transplant; mitotherapy; mitochondrial dysfunction; therapeutic
option.

11 INTRODUGAO

Mitocdndrias s@o organelas de origem proteobacteriana essenciais para a vida
(SCHWARTZ; DAYHOFF, 1978). Dentre suas funcdes mais proeminentes estéo a obtencao
de energia quimica pela oxidagdo de intermediarios metabdlicos (KAPPLER et al., 2019),
a sintese de fosfolipideos e grupamento heme (DAUM, 1985), tamponamento de calcio
(JOUAVILLE et al, 1999), parte do ciclo da uréia, e a indugédo da morte celular programada,
ou apoptose (LI; DEWSON, 2015). Considerando seu papel nas demandas metabdlicas e
de sinalizagao na célula, as disfungbes mitocondriais - com morfologia anormal (CATALDO
et al, 2010), defeitos na bioenergética (TREVINO et al., 2019), na dinamica mitocondrial
(WANG et al, 2009) e acumulo de mutacées no mtDNA (STENTON; PROKISCH, 2020)
- podem resultar em diversas condigbes patolégicas, como deficiéncias imunolégicas
(GARONE; TADESSE; HIRANO, 2011), hepaticas (HELBLING et al, 2013), cardiomiopatias
(SEBASTIANI et al, 2007), declinio cognitivo (KUJOTH et al., 2005) e estarem envolvidas
com sintomas psiquiatricos (CATALDO et al, 2010).

O surgimento, a algumas décadas, da possibilidade de transplante de mitocondrias
funcionais despertou grande interesse no meio cientifico. Seu principio terapéutico,
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fundamentado na reversdo e recuperagdo da homeostasia mitocondrial, continua sendo
uma promissora alternativa terapéutica para o amplo espectro de doencas e traumas
que apresentam danos mitocondriais. Diversos foram os trabalhos animadores utilizando
o transplante de mitocondrias in vitro e in vivo com animais e humanos, principalmente
em modelos de dano agudo pulmonar, cardiomiopatias e isquemias cardiacas, doenca
de Parkinson, cancer e técnicas de fertilizagdo in vitro. Ainda assim, pouco avango foi
observado quanto a translacdo desses beneficios para o ambito da clinica. Suas
dificuldades de optimizacdo s&o um reflexo do seu carater incipiente, que carece de
métodos e parametros padronizados que promovam com a robustez necessaria uma técnica
confiavel e reprodutivel. Parte dessa aparente falta de robustez se deve ao atual estado
da arte que foca na validagdo de uma prova de conceito deste procedimento em diversos
aspectos dos diferentes modelos de patologias e disfuncbes celulares. Este capitulo
discutird as possibilidades e desafios do transplante de mitocondrias. Serdo abordadas
variaveis metodoldgicas da mitoterapia, como protocolos de isolamento mitocondrial, tipo
de transplante e métodos de medigcéo da terapia, e as necessidades de seu aprimoramento
para a implementacgéao clinica da técnica.

21 TRANSPLANTE DE MITOCONDRIAS

A mitoterapia (transplante de mitocéndrias) € uma técnica caracterizada pelo uso
de mitocdndrias funcionais isoladas, com subsequente administracdo das mesmas em
pacientes. A internalizacdo dessas organelas por células de mamiferos foi identificada,
pela primeira vez, em 1982, por Clark e Shay (CLARK; SHAY, 1982). Diversos estudos
pré-clinicos (in vitro e in vivo) indicam que a transferéncia de mitocéndrias entre células
€ um evento fisioldgico mediado por juncdes celulares (ISLAM et al, 2012), fuséo celular,
formacédo de nanotubos de membrana (WANG; GERDES, 2015) e internalizacéo direta do
meio extracelular, e sugerem beneficios protetores e anti-inflamatérios associados.

No entanto, foi apenas no inicio do século XXI que as possibilidades da mitoterapia
realmente despertaram o interesse cientifico. Em um trabalho fundamental para isso,
Katrangi et al, em 2007, reportaram a internalizagéo de mitocdndrias de roedor por linhagens
de células cancerigenas, resultando em recuperagdo das taxas respiratorias em células
com mtDNA depletado (KATRANGI et al., 2007). A partir disso, foi observada progressiva
expansdo dos estudos e da diversificacdo de condicdes patoldgicas potencialmente
tratadas por essa terapia. Dentre as disfuncbes para as quais a mitoterapia foi investigada
estdo a hiper-sensitividade e isquemia pulmonar (SU, et al., 2016; MOSKOWITZOVA
et al., 2020), as cardiopatias e isquemias cardiacas (EMANI et al, 2017; DOULAMIS et
al., 2020), a nefropatia diabética e nefrotoxicidade (KONARI et al., 2019; ARJMAND et
al., 2022), o dano hepatico e carcinoma hepatocelular (ZHAO et al., 2020; ZHOU et al.,
2022), as disfuncgoes opticas (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et al, 2020; AHARONI-SIMON
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et al., 2022), o dano neuromuscular periférico e isquemia de membro (ORFANY et al.,
2020; ALWAY et al., 2023), tendinopatias (LEE J. et al., 2021), osteoartrite (LEE A. et al.,
2022), sepse (ZHANG et al., 2021), reparacédo de feridas (KIM et al., 2022) e técnicas
de fertilizacado in vitro (OKTAY et al., 2015; LABARTA et al., 2019). Mais especificamente
na area de patologias neurais a mitoterapia ja foi usada em estudos de isquemia (XIE et
al., 2021), trauma (ZHANG et al., 2020) e tumor cerebral (SUN et al., 2019), doenca de
Parkinson (CHANG et al, 2021), lesédo da medula espinhal (GOLLIHUE et al., 2017; LIN
et al, 2022), doenca de Alzheimer (NITZAN et al., 2019), esquizofrenia (ROBICSEK et al.,
2018), epilepsia (JIA et al., 2022), depressao e ansiedade (JAVANI et al., 2022), e declinio
cognitivo (MA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021) (Figura 1).

Neuropatias e ©
degeneragdes dpticas

0 |squemia cerebral
———° Trauma cerebral
f——————————0 Doenga de Parkinson
[————————° Doenga de Alzheimer
[ Depressdo e ansiedade
[—————9 Esquizofrenia
[——° Danos cognitivos (diabetes,
senescéncia, quimioterapia)

Lesdo na medula o———————
espinhal

Isquemia pulmonar @——
Hipersensitividade do &

trato respiratdrio
Hipertensao pulmonar o—————— Sepse
[ Epilepsia

Isquemias cardiacas o——— '————————0 Glioma

Cardiomiopatia &

= Dano neuromuscular

Dano cardiaco (diabetes, © s
sepse, cardiotoxicidade) |‘:)er|fer|(.:o d b
&7—0 squemia de membro
Danc hepatico :|—. Tendinopatia
Carcinoma hepatocelular —_' . o
steoartrite

Nefropatia diabética o 0
Isquemia renal o=————

————— o Sepse sistémica
(infecgdo bacteriana)
————————————0 Reparagao de feridas
Técnicas de fertilizagdo o————— o—4———— Dano por UV

Nefrotoxicidade o——7————

in vitro L———— Hiperlipidemia

Figura 1 — Principais condi¢des patolégicas em estudos de transplante de mitocéndrias. Os exemplos
incluem o uso de modelos in vitro e in vivo (com animais ou humanos).

31 EFEITOS TERAPEUTICOS DO TRANSPLANTE DE MITOCONDRIAS

Apesar da mitoterapia se apresentar como uma vantajosa possibilidade terapéutica
para um vasto nimero de doengas e traumas, ainda ndo se conhece de forma satisfatéria
0s mecanismos pelos quais mitocdndrias saudaveis transplantadas exercem seus efeitos
terapéuticos e, tampouco, como sédo controladas suas vias de internalizacdo celular. De
forma geral, a administracdo dessas organelas resulta na reversdo total ou parcial do
desequilibrio metabdlico, com suprimento das necessidades energéticas (ROBICSEK et
al., 2018; XIE et al., 2021), recuperacao da integridade celular e tecidual (EMANI et al,
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2017; ALEXANDER et al., 2021), aprimoramento da morfologia mitocondrial (CHANG et
al., 2017), diminui¢do do estresse oxidativo (KONARI et al, 2019; MA et al., 2020), aumento
da capacidade de tamponamento de célcio (ZHOU et al., 2016), alteracbes na sinalizacéo
celular e paracrina (ROBICSEK et al., 2018; KONARI et al, 2019), alteracdes de expressao
génica (ALEXANDER et al., 2021; XIE et al., 2021), diminuicdo da morte celular (COWAN
et al., 2016; XIE et al., 2021) e reducao da inflamacao (ALEXANDER et al., 2021; CHANG
et al, 2021) (Figura 2).
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Figura 2 — Principais efeitos intercelulares do transplante de mitocondrias exégenas. A administragcéo
de mitocondrias exdgenas funcionais resulta em: (1) melhora energética; (2) modulagdo da expressao
génica e sinalizago intracelular; (3) fuséo das mitocdndrias exdgenas com as hospedeiras defeituosas,
recuperando a funcéo mitocondrial e a capacidade de tamponamento de célcio; (4) diminuicéo dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO); (5) redugao da morte celular; (6) recuperagéo da
integridade celular e tecidual e (7) inibico da sinalizagcéo paréacrina inflamatéria.

Certos estudos indicam que tais beneficios ocorrem através da reparagédo da
maquinaria bioenergética, possivelmente se fusionando com mitocondrias hospedeiras
(COWAN et al., 2016; XIE et al., 2021). Outros estudos, observando sua localizagdo
perinuclear e as baixas taxas de internalizagdo, sugerem que os beneficios atribuidos
as mitocéndrias exdgenas se encontram na alteragdo de mecanismos de sinalizacdo e
expressao génica (ALEXANDER et al., 2021; SHI; GUO; LIU, 2021). O mais provavel é
que os efeitos terapéuticos observados sejam resultado da combinacdo de diversos

mecanismos.
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41 POTENCIAIS RISCOS

Embora a mitoterapia esteja se mostrando bastante promissora, sua aplicacao pode
nao ser livre de riscos. Dentre as questdes mais ressaltadas esta o papel das mitocondrias
como fonte de DAMP’s (do inglés, damage-associated molecular patterns), atuando como
mediadores do processo inflamatério quando, no meio extracelular, seus componentes
sdo reconhecidos por receptores especificos em células do sistema imune ou outros
tipos celulares (JOSHI et al, 2019). Concordando com tais preocupacoes, certos estudos
relataram indicios de resposta inflamatéria (GOLLIHUE et al., 2018; CHANG et al, 2021).
Foi reportado aumento na ativagéo de macréfagos no local da medula espinhal danificada
de ratos onde as mitocondrias foram injetadas (GOLLIHUE et al., 2018), resposta imune
inata (com atracao de macréfagos e microglia) apés a injecdo de mitocéndrias em modelo
ratos isquémicos (HUANG et al., 2016), e resposta inflamatéria (com liberagéo de IL-1q,
IL-1B, IL-10, IL-17A) ap6s a infusdo intranasal de mitocondrias em ratos modelos para
parkinsonismo (CHANG et al, 2021). Em contrapartida, outros artigos apontam para a
seguranca da técnica (SHIN et al., 2019), ndo identificando aumento da resposta inflamatéria
apods a adicédo de mitocOndrias purificadas (MASUZAWA et al., 2013; RAMIREZ-BARBIERI
et al, 2019), considerando-a inclusive como uma possivel terapia anti-inflamatoria
(MOSKOWITZOVA et al., 2020; LIN et al, 2022). O transplante de mitocondrias de musculo
de ratos em pulmao ou espinha dorsal danificada de animais da mesma espécie reduziu
respectivamente a infiltracao inflamatéria (MOSKOWITZOVA et al., 2020) e marcadores
inflamatérios como TNF-q, IL-6 e NO (LIN et al, 2022). Outro importante exemplo é o
estudo clinico em que pacientes pediatricos com disfungdes cardiacas receberam injecéo
de mitocondrias autblogas purificadas diretamente em seus coragbes. Esse estudo nédo
reportou efeitos adversos imediatos nem alteracées nos marcadores inflamatérios locais
ou sistémicos (EMANI et al, 2017).

51 VARIAGOES EXPERIMENTAIS

Em virtude de seu carater incipiente, a mitoterapia apresenta enorme diversidade
quanto aos métodos de isolamento, as fontes doadoras e receptoras de mitocondrias, as
doses terapéuticas e ferramentas de avaliagdo dos resultados. Outra caracteristica que
contribui para essa variabilidade € o proprio principio do racional terapéutico que propde
o transplante de um material biol6gico (organelas celulares isoladas) contrastando com
o processo de desenvolvimento de farmacos - onde se padroniza com maior facilidade
as condi¢des de producao, controle de qualidade e estabilidade do produto que estara
disponivel para o beneficio do paciente. Para o manuseio e administragéo das mitocondrias
devem-se considerar todas as possiveis particularidades naturais de um ser vivo, com um
perfil biolégico intrinseco também influenciado por fatores extrinsecos. Em decorréncia das
diferentes escolhas de técnicas e objetos de estudo, os trabalhos até entdo publicados
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formam uma rede heterogénea de informagbes a respeito dessa abordagem terapéutica,
que dificultam a padroniza¢do de parametros e métodos que aumentariam a seguranca e
eficiéncia da técnica. Os aspectos tecnologicos que necessitam de padronizag¢ao incluem o
método de isolamento, a dose terapéutica, o veiculo e via de administra¢é@o, a duragéo do
tratamento, o tipo de transplante e tecido-fonte de mitocondrias e métodos de avaliagéo do
efeito terapéutico (Figura 3).
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Cultura de
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Figura 3 — Aspectos importantes a serem padronizados no aprimoramento da mitoterapia. As
variaveis em que os estudos de mitoterapia se deparam incluem: a fonte de mitocondrias (cultura
de células, animais ou seres humanos) e o tipo tecidual; o protocolo de isolamento de mitocdndrias;
especificidades do tratamento como dose terapéutica, numero de doses e via de administragéo; o
modelo patoldgico e os métodos de avaliagdo do efeito terapéutico apos o tratamento.

5.1 Transplantes autélogos, alogénicos e xenogénicos

Inimeros séo as fontes de tecidos e tipos celulares, in vitro e in vivo, que ja foram
usados para o isolamento de mitocondrias visando a mitoterapia. In vivo, essas organelas
ja foram isoladas de cérebro (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 2020), plaquetas
(SHI; GUO; LIU , 2021), figado (KATRANGI et al., 2007; CHANG et al, 2021) e musculo
esquelético (BLITZER et al, 2020; LIN et al, 2022). Os trés ultimos sdo mais considerados
em decorréncia de sua relativa facilitada extragcdo, maior quantidade de obtengédo de
organelas e perfil de suas mitocondrias (SHI; GUO; LIU, 2021). Estudos mitoterapicos
podem realizar tratamentos com mitocondrias autdlogas, alogénicas ou xenogénicas.
Tratamentos autdlogos - quando as organelas sao purificadas a partir do organismo que
as recebe - sdo considerados mais seguros, com maior especificidade e menor risco de
possivel reconhecimento e rejeicdo pelo sistema imune (SUN et al., 2019; EMANI et al,
2017). Estudos utilizando mitocondrias alogénicas - provenientes de organismos da mesma
espécie - também apresentaram resultados promissores (SUN et al., 2019; CHANG et al,
2021; LIN et al, 2022). Ainda assim, a translagao clinica requer validagdo sobre eficacia e
segurancga, especialmente em relacao a compatibilidade entre mtDNA doador e recipiente
(WANG et al., 2017) e efeito inflamatorio (CHANG et al, 2021; LIN et al, 2022). Por fim,
organelas de origem xenogénica - de diferentes espécies - ainda que consideradas
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com maior relutéancia, também parecem demonstrar efeitos positivos, com pouco ou
nenhum dano relacionado (SHI et al, 2017; NASCIMENTO-DOS-SANTOS, 2020). Um
grande beneficio da estratégia xenogénica para estudos mitoterapicos € a facilidade de
monitoramento das organelas exdgenas no organismo hospedeiro, pois podem ser usados
anticorpos especificos (MOSKOWITZOVA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021).

5.2 Taxa de internalizacéo

A internalizagcdo de mitocondrias, ainda que ndo completamente elucidada, ja
foi observada em estudos envolvendo modelos in vitro, animais (COWAN et al., 2016;
BLITZER et al, 2020) e seres humanos (EMANI et al, 2017). Os principais mecanismos
candidatos sdo a endocitose (KATRANGI et al., 2007) mediada pelas proteinas clatrina e
dinamina (PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021) ou por actina e macropinocitose (KITANI
et al., 2014). Diferentes tipos celulares possuem perfis de expressdo da maquinaria
endocitica préprios, que refletem em diferentes tempos de incubagéo das mitocdndrias com
as células para a obtencéo do efeito terapéutico. Por exemplo, no sistema nervoso as taxas
de internalizag@o de mitocdndrias sé@o cerca de 40-50% em neur6nios e astrocitos, 0-10%
em oligodendrocitos e 70% em microglias, refletindo a fungéo de cada tipo celular (ZHAO,
et al., 2021). Ja mitocdndrias provenientes de musculo esquelético ou cardiaco costumam
apresentar semelhantes taxas de internalizacdo (WEIXLER et al., 2020). Alguns trabalhos
reportaram baixas taxas de internalizacdo de mitocéndrias exdgenas, com variacdes de
eficacias de 3-15% (MA et al., 2020; SHI; GUO; LIU, 2021), 15-30% (KITANI et al., 2014;
HUANG et al., 2016) e 50% (ROBICSEK et al., 2018). Um fator que pode aumentar a taxa
de internalizacgéo é o estresse celular das células receptoras (BABENKO et al., 2018 SUN et
al., 2019). Ainda assim, outros afirmam que ndo encontraram tal associacao (HUANG et al.,
2016; SHI; GUO; LIU, 2021). De forma geral, injegOes intravenosas costumam apresentar
boa distribuicéo sistémica de internalizacdo de mitocdndrias (SHI et al., 2017), e injecoes
locais costumam demonstrar satisfatoria concentragcdo das organelas no local danificado
(GUARIENTO et al., 2020). Diversos estudos também testaram estratégias para aumentar
a internalizagdo de mitocéndrias e direciona-las para o local desejado (BABENKO et al.,
2018; SUN et al., 2023), ligando-as a polipeptideos da familia dos penetradores de células,
como Pep-1 (CHANG et al., 2021), ao polimero dextran conjugado com TAT (MAEDA et al.,
2020) ou TPP (WU et al., 2018), ou através de centrifugacéo (KIM et al., 2018),

5.3 Protocolos de isolamento mitocondrial

O processo de isolamento de mitocdndrias € uma etapa fundamental para a
capacidade terapéutica da mitoterapia. Ainda que seus fundamentos se mantenham na
maioria dos protocolos utilizados, grande € a variacdo de certos aspectos - influenciada,
por exemplo, pelo tipo celular doador de mitocondrias. Preferencialmente, todo o processo
de isolamento deve ser feito em temperatura de 4°C, contribuindo para a preservagéao da
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viabilidade e fungdo mitocondrial (GOLLIHUE et al., 2017; PAMENTER; LAU; RICHARDS,
2018). O isolamento de tecidos inicia na separacdo das células com a lise mecéanica e
utilizacdo da tripsina (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et al, 2020; CHANG et al, 2021). O
isolamento de mitocondrias a partir de células em cultura inicia com o destacamento das
células - com tripsina (SHI et al, 2017; KONARI et al, 2019) ou raspadores mecanicos
(GOLLIHUE etal., 2018; WU et al., 2018). Apesar da tripsina garantir maior rendimento, seus
residuos, potencialmente danosos, foram encontrados no pellet mitocondrial (GOLLIHUE
et al., 2017). De forma geral, ocorrem centrifugacbes com variagdo na velocidade para
obter purificacbes seriadas, intercaladas pela lise celular mecanica (GOLLIHUE et
al., 2018; CHANG et al, 2021) ou quimica (SUN et al., 2019). A lise mecénica utiliza de
homogeneizadores automaticos (COWAN et al., 2016; CHANG et al, 2021) ou manuais,
que costuma promover a lise celular com 15 a 30 strokes (KITANI et al., 2014; MAEDA
et al., 2020). Alguns estudos incubam as células em tampéao hipotdnico para promover o
extravasamento celular com a diminui¢ao da osmolaridade. Depois da lise, a osmolaridade
da solugéo é balanceada (isotdnica) adicionando tampéao hiperténico (PATEL et al., 2017;
PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). Para aumentar a purificagdo, alguns artigos fazem
lise em camara de N, (GOLLIHUE et al., 2017), filtram o isolado (COWAN et al., 2016;
AHARONI-SIMON et al., 2022), utilizam técnicas de gradiente de Ficoll (GOLLIHUE et
al.,, 2017; GOLLIHUE et al., 2018) ou Percoll (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al.,
2020), ou associam as organelas com microbeads para subsequente separacao magnética
(MACHEINER et al., 2016). Depois do processo de isolamento, para evitar perdas na
viabilidade, as organelas podem ser mantidas em gelo por até 3-4 horas (PATEL et al., 2017;
BLITZER et al, 2020). Ainda assim, alguns estudos testaram com sucesso mitocondrias
armazenadas, em solu¢do baseada em aminoacidos, por até 3 dias (LIN et al., 2023), ou
até 1 ano, congeladas em - 80 °C. Estas Ultimas, quando comparadas com mitocondrias
frescas apresentaram semelhantes morfologias e capacidades funcionais (CLOER et al.,
2023). O estabelecimento de um método adequado de armazenamento de mitocondrias
€ fundamental para o suporte clinico. A analise do isolado costuma identificar organelas
com potencial de membrana estavel e morfologias saudaveis - indicando funcionalidade
(COWAN et al., 2016; HUANG et al., 2016). E fundamental, apos a escolha do método
e padronizacao/otimizacdo desse, considerar ndo s6 a quantidade de mitocondrias
isoladas, mas também a sua qualidade determinada pela avaliagéo da sua taxa respiratoria
(GOLLIHUE et al., 2017).

5.4 Estratégias para avaliacdao da funcionalidade e potencial terapéutico de
mitocOndrias isoladas

Diversas sé@o as técnicas empregadas para avaliagcdo da capacidade respiratoria,
integridade, potencial de membrana e capacidade terapéutica de mitocondrias isoladas.
No entanto, as variagdes desses protocolos e ferramentas podem impactar nos resultados
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e em sua interpretacdo. Estudos de mitoterapia costumam avaliar, por exemplo, a
quantidade de mitocondrias obtidas com o isolamento (HUANG et al., 2016; SHI et al,
2017), a internalizacdo de mitocondrias exdgenas e sua qualidade, por microscopia
confocal (CHANG et al., 2017; ROBICSEK et al., 2018), imunohistoquimica (ZHOU et al.,
2016; CHANG et al, 2021) ou microscopia eletronica de transmisséo (KITANI et al., 2014)
que permite a visualizacao da morfologia, incluindo o estado de cristais e membranas
mitocondriais (CHANG et al., 2017; KIM et al, 2018). Para a analise da funcionalidade das
mitocondrias isoladas ou das mitocéndrias presentes nas células receptoras, podem ser
mensurados: producédo de ATP (SHI et al, 2017; KIM et al., 2018), ROS (KONARI et al, 2019;
SHI; GUO; LIU, 2021), capacidade de tamponamento de calcio (ZHOU et al., 2016; SHI et
al, 2017) ou taxa de consumo de oxigénio por sondas fluorescentes (com equipamentos
como Seahorse™) (SUN et al., 2019), métodos polarograficos especificos para detecgédo
de oxigénio como o eletrodo de Clark (Clark Oxygen Electrode) (ROBICSEK et al., 2018)
e seu aprimoramento em alta resolugdo (Oroboros™) (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et
al, 2020; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). A marcagdao mitocondrial € um aspecto
essencial para os estudos mitoterapicos, possibilitando a visualizagdo e acompanhamento
da internalizacdo (GOLLIHUE et al, 2018). Os marcadores mitocondriais podem ser
divididos entre independentes ou dependentes de voltagem, como o JC-1 (iodeto 15 de
5,5%,6,6 -tetracloro-1,1,3,3 tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) (SUN et al., 2019; ZHANG
et al., 2020), que pode indicar o potencial de membrana mitocondrial (ROBICSEK et al.,
2018; XIE et al., 2021). Ainda, podem ser utilizados marcadores transgénicos (KONARI
et al, 2019; MAEDA et al., 2020), fluorescentes (HUANG et al., 2016; AHARONI-SIMON
et al., 2022) ou de analogos de nucleotideos tipo bromodesoxiuridina (BrdU) (HUANG et
al., 2016; CHANG et al, 2021). Uma estratégia muito usada, por exemplo, € a aplicagao
concomitante de mais de um marcador — um para organelas hospedeiras e outro para
transplantadas (KIM et al., 2018; SHI; GUO; LIU, 2021).

61 CONCLUSAO

A discussao das estratégias, do racional terapéutico e dos desafios no estudo da
mitoterapia é fundamental para a identificacdo das necessidades de aprimoramento da
técnica. Os aspectos metodoldgicos que impactam na capacidade de reversdo do estresse
celular incluem dose mitocondrial e duragéo da terapia, tipo de transplante, tecido-fonte de
organelas, e métodos de avaliagcéo terapéutica. Ainda, a questdao das mitocéndrias serem
um material terapéutico biolégico dificulta os processos de preservagédo e armazenamento
até a sua aplicagéo. Desse modo, o desenvolvimento de estratégias de conservacédo da
viabilidade mitocondrial, como congelamento ou liofilizagédo, podera impactar positivamente
na utilizacdo em ampla escala da mitoterapia. Tais variaveis influenciam a confiabilidade e

reprodutibilidade, e dificultam a obtencédo de resultados robustos que viabilizardo com maior
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eficiéncia a translagéao clinica do transplante de mitocondrias. Mais estudos séo necessarios
para garantir a padroniza¢do e analise comparativa dos métodos. A mitoterapia continua
sendo uma estratégia promissora para o tratamento de diversas condi¢cbes patologicas,
resta, porém, saber quando e se essa promessa conseguira trazer beneficios reais para os
pacientes humanos.
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