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RESUMO 
 

 

O  mi c ros cóp io  co nf o ca l  ap r es en t a  g r an d e  v an t agem  p a ra  o  e s tudo  

d e  t e c id os  e  c é lu l as  qu e  r eq u e rem  im agen s  em  g r an de  d e t a l h am en to  

co m o  con t ro l e  d os  d iv e r sos  p a r âm e t r o s  d e  aqu i s i ç ão  de  im agem.  

A s  m i to côn d r i as  s ão  o r gane l as  c e lu l a re s  d in âmi cas  q u e  po ss u em  u m 

c i c l o  com pl ex o  qu e  env o lv e  os  p r o ce ss os  d e  f i s s ão ,  f us ão  e  

b io gên ese  mi t o co nd r i a l .  O  R esv e r a t ro l  (RS V )  é  u m a  f i t oa l ex in a  qu e  

t em  s i do  u t i l i z ada  p a r a  f i n s  t e r ap êu t i co s  dev i do  à s  ev idên c ia s  que  

m os t r am  um  po ss ív e l  e f e i to  an t i ox idan t e  n as  c é l u l as .  A  a t i vação  

d a s  c é lu l a s  e s t r e l ad a s  h ep á t i c as  ( H epa t i c  S t e l la t e  C e l l s  -  HSC )  es t á  

r e l a c i on ad a  com  o  au m en t o  d a  p ro l i f e r ação  e  d a  p ro du ção  d e  m at r i z  

ex t r ace l u l a r  qu e  re s u l t a  no  d es env o lv im en to  d a  f ib r ose  h ep á t i c a .   

E m  n os so s  t r ab a l ho s  an t e r io r es ,  5 0μM  d e  RS V  i nd uz iu  e s t r es se  

ox i d a t i vo  e  mo r t e  ce l u l a r  em  24  h o ra s  d e  t r a t am en t o ,  e fe i t o  qu e  fo i  

a t enu ad o  em  1 20  h o r as .  No  p r es en te  t r ab a lh o ,  f o r am r ea l i z ados  

t r a t am en t os  com  co n cen t r açõ es  c r e s cen t es  d e  RS V  ( 1 ,  1 0  e  50μ M)  

em  cu l tu r as  d e  cé lu l as  d a  l i nh agem G R X,  mo d e l o  d e  HSC .  At r avés  

d e  d i f e r en t e s  t é cn i cas  de  an á l i s e  d e  im agens  d e  mi c ro s co p ia  

co n fo ca l  e  u t i l i z and o  d i f e r en t es  m ar cad o r es  f l uo r es cen t es ,  e s tu do u -

s e  a  f o r mação  d e  e s p éc i es  r e a t iv a s  d e  ox i gên i o ,  a  r e l a ção  en t r e  

m ass a  m i to con d r i a l  ve r su s  s u a  a t i v i d ad e ,  a l t e r ações  na  m o r f o l o gia  

d e s s a  o r gan e l a ,  s u a  d i s t r i bu i ção  ce lu l a r  e  s u a  f ago c i to se  

( mi to f ag i a ) .  P e l a  q u an t i f i c ação  d a  f l uo r e scên c i a  do  m ar cado r  

D C F
®

,  ev i den c i ou - s e  q u e  do s es  c re s cen t es  d e  RS V in duz  um 

au m ent o  d e  es p éc i e s  r e a t iv a s  d e  ox igên i o .  U t i l i z and o  a s  s on das  

f l uo r es cen t es  Mi to  T ra cker
®  

Gr een  e  M it o  Tr a cker
®

 Ora n ge ,  q u e  

m ar cam ,  r e sp ec t iv am en t e ,  m as s a  e  p o t enc i a l  d e  m em b r ana  

m i to con d r i a l ,  f o i  p os s í ve l  a t es t a r  q u e  a  m as sa  m i to con d r i a l  

p e rm an ece  con s t an t e ,  m as  qu e  a  a t i v i d ad e  de ss a  o r gan e l a  d im inu i  

co m  o  aum en to  d a  d o s e  d e  RSV .  D a  m esm a  f o r ma ,  f o i  p o ss í ve l  

o bs e r v ar  qu e  o  t r a t am en t o  com  RS V  i nd uz i u  a l t e r ação  d e  

m o r f o l o gi a  e  r ed i s t r i b u i ção  d as  m i t o cô nd r i a s  ao  l on go  do  

c i t op l asm a  d a  G RX ,  com p ar ad o  ao  g r u p o  con t r o l e  q ue  ap re s en ta  

m i to côn d r i as  pe r inu c l ea r e s .   P e l a  an á l i s e  d e  co - l o ca l i z ação  en t r e  os  

m a r cad o re s  M ito  Tr a cker
®

 Gr een  e  Lys oTr a cker
®  

R ed ,  m a r cad o r  d e  

l i so s s om as ,  ev i denc i ou -s e  q u e  o   RS V  in duz i u   mi t o f ag i a .  As  

an á l i s e s  d e  i m agens  o b t i da s  p o r  mi c r os cop ia  con f o ca l  s e  m os t r a r am 

ú t e i s  n a  av a l i ação  d o  co mp o r t am en to  e  r e sp os t a  d as  m i to côn d r i as  

em  r e l ação  à s  d i fe r en t e s  con cen t rações  d e  RS V.  E ss es  r e s u l t ados  

e s t ão  de  aco rd o  com  os  ob t id os  po r  me i o  d e  t é cn i cas  qu an t i t a t i v a s ,  

co mo  c i t om et r i a  d e  f lux o  e  en s a io s  e sp ec t r o f lu o r im ét r i cos ,  e  

m os t r am  q u e  a  m ic r o s co p i a  co n fo ca l ,  a s so c i ada  à s  f e r ram en t as  de  

an á l i s e  d e  i m agens ,  t am b ém  p od e  s e r  im po r t an t e  n a  ob t en ção  d e  

d ado s  qu an t i t a t i vos .  
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1 INTRODUCÃO 
 

1 . 1  Mi cro s cop ia  Co nf o ca l   

 

O  m i cr os cóp io  co n fo ca l  p os su i  m u i to s  r e cu rs os  q u e  

i n f lu en c i am  a  q ua l i d ad e  e  a  n a t u r eza  d a  i magem  a  s e r  ad qu i r id a .  

P or  i s s o ,  é  d e  g r and e  i mp o r t ân c i a  s abe r  u t i l i z á - lo s  ad equ ad am en te  

d e  m od o  a  ge r a r  i magen s  q ue  t r ansm i t am  a  in f o r m ação  r ea l  d a  

am os t r a  an a l i s ad a .   

 P a r a  fo rm ar  a  im agem  co n fo ca l i z ad a ,  u m  ou  m ai s  f e ix es  de  

l a s e r s  v a r r em  a  amo s t r a  n o  s en t i do  l i n ea r  h o r i zo n t a l  pon to  a  p on to  

e  d e  c i ma  p a r a  b a ix o  [ 1 ] .  O s  l a se r s  ex c i t am m ar cado res  

f l uo r es cen t es  qu e  en t ão  em i t em  l uz  n um  comp r i m en t o  d e  on da  

ac im a  e  co m  en e rg i a  ab a ix o  do  d e  ex c i t a ção .  Pa r a  c ad a  l a s er ,  

ex i s t e  u m can a l  r e l a c i on ado  n a  j an e l a  d e  v i su a l i z ação  d a  i m agem 

n o  s o f tw ar e  d e  aq u i s i ç ão .  Cad a  can a l  ap r e s en t a  a  im agem da  

f l uo r es cên c i a  ex c i t ad a  p e l o  l a se r  co r re s po nd en t e .  O s  cana i s  po dem 

s e r  v i s u a l i z ado s  s ob r epo s to s  o u  i so l ad os .  A  luz  em i t i d a  p e l a  

am os t r a  s e  fo rm a  na  o b je t iv a ,  p as s a  pe l o  p in ho le  e  é  co l e t ada  p e l a  

f o tom ul t ip l i c ad or a .  E ss a  f o t om ul t i p l i c ad o ra  en t ão  am pl i a  o  s ina l  

c ap tado  e  ge r a  um a m at r i z  d e  e l em en to s  d i s c r e to s  ch am ad os  p i xe l s .  

P o r t an t o ,  um a  imagem  d i g i t a l  n ão  r ep r e sen t a  p e r f e i t am en t e  o  

o b j e t o  v i s ua l i z ad o ,  v i s t o  q u e  cad a  p i xe l  r ep r es en t a  u m s egm ent o  d a  

á r ea  im ag i nad a  que ,  p o r  s u a  v ez ,  é  co n t í nu a .  N a  in ves t i gação  de  

e s t r u t u ra s  mu i to  peq u en as ,  com o  a s  m i to côn d r i a s ,  po r  ex empl o ,  a  

q u an t id ad e  de  p i xe l s  ge r ado s  d ev e  s e r  l ev ad a  em  co n t a  p o r qu e  o  

s in a l  do  f ó t on  emi t i do  p od e  s e r  d e s lo cad o  p a r a  s e  enq uadr a r  em  um 

o u  o u t ro  p i xe l  ge r an do ,  a s s i m ,  um a  d e s co n t i nu id ad e  q ue  aca r r e t a  

em  e r r o  n a  lo ca l i z ação  co r re sp on d en t e  n a  im ag em  d o  v e r d ad e i ro  

l o ca l  d as  es t r u tu r as  s i n a l i z ad as .   

O  t am anh o  d a  i magem  cor r es po nd e  à  qu an t i d ad e  d e  p i xe l s  q ue  

s ão  ge r ad os  p a r a  fo r mar  a  im agem  do  camp o .  Es se s  s ão  v a r i áv e i s  

d e  aco rd o  com  a  l i v r e  e s co lh a  do  o p er ad o r  d o  so f tw ar e  d e  c ap t u r a .  



6  

 

Q u an to  m ai s  p ixe l s  em  um a  i magem ,  m a io r  a  co r r e sp on d ên c ia  do  

s in a l  c ap t u r ad o  com  o  v e rd ad e i ro  lo ca l  d e  em is são .  P a ra  m o d i f i c a r  

a  i n t ens id ad e  d e  f l uo r es cên c i a  em i t id a  p e l a  am os t r a ,  s e  a l t e r a  a  

p o t ên c i a  do  l as e r ,  a  v o l t agem  qu e  a l im en ta  a   f o t od e tec t o r a  e  a  

v e lo c i d ad e  d e  v a r r ed u ra .  P a r a  n ão  ch ega r  a  v a l o r e s  a r b i t r á r ios  

q u an to  à  i n t ens i d ad e  d e  f l uo r es cên c ia ,  é  u t i l i z ad a  u m a f e r r am en ta  

d e  v i s u a l i z ação  d a  s a tu r ação  d a  luz  da  im agem.  É  p os s ív e l  r egu l a r  

a  p o t ên c i a  do s  l a s er s ,  a  vo l t agem  ( HV -  d o  in g l ês  h i gh  vo l ta ge ) ,  e  o  

t em po  d e  v a r redu r a  p a r a  s e  m an t e r  a  qu an t i d ad e  d e  f ó to ns  emi t id os  

p e l a  am os t r a  d en t ro  d a  capac i dad e  d e  d e t ecção  d a  

f o tom ul t ip l i c ad or a .   

A  f o t om ul t ip l i cador a  t r ab a l h a  em  con ju n t o  com  a  p o t ên c ia  

d os  l a s er s  pa r a  ge r a r  u ma  im agem  co m  s in a l  ad equ ado ,  e  p od e  

o p e r a r  no  mo do  ph o t on  cou n t i ng  ou  n o  m od o  an á l o go  d e  aco r do  

co m a  vo l t agem  qu e  a  a l i men t a  [ 2 ] .   N o  mo do  ph o to n  co un t in g  a  

v o l t agem  pe r man ece  f ix a  e  n o  m áx im o  d a  ene r g i a  com  que  a l i men ta  

a  f o tom ul t ip l i c ad ora .  Co mo  a  cap ac id ad e  d e  de t ec t a r  o s  fó to ns  e s t á  

au m en t ad a  ao  máx im o ,  o s  l a s e r s  f i c am  n um a  p o t ênc i a  b a ix a ,  

d imi nu in do  o  r i s co  d e  p e r d a  da  f luo r e s cên c i a  (p ho to b l ea ch i ng )  e  

ga r an t i nd o  o  aumen to  do  t emp o  par a  a  aq u i s i ç ão  d e  i m agens .  

E n t r e t an t o ,  pe l a  gr an d e  ex c i t a ção  do  d e t ec t o r ,  po dem ap a r ecer  

s in a i s  n a  i m agem  qu e  n ão  co r r e sp on d em  à  f l uo r es cên c i a  re a l .  E sses  

s in a i s  s ão  con hec id os  como  ru í do  e ,  q u an t o  m ai o r  a  vo l t agem da  

f o to de t ec to r a ,  m aio r  o  n ív e l  d e  ru íd o .  N o  mo do  an á lo go ,  a  

v o l t agem  do  d e t ec t o r  é  op e r a d a  manu a lm en t e .  N es s e  ca s o ,  s e  f az  

u m  b a l an ço  en t r e  a  p o t ên c i a  do s  l a s er s  e  a  v o l t agem .  No  en tan t o ,  

p o de  h ave r  o  r i s co  d e  o cor r e r  o  p ho to b l ea ch  d a  á rea  v i s u a l i z ada  

d ev i do  à  a l t a  po t ên c i a  d os  l a s er s ,  e sp ec i a lm en t e ,  qu an do  o  t empo  

d e  aq u i s i ç ão  d a  im agem  f o r  d emas iad amen t e  g r an d e ,  ex po nd o  os  

m a r cad o re s  à  l uz  ex c i t a t ó r i a  a t é  a  pe rd a  d a  f lu o r es cên c i a .   

A  v e l oc id ad e  d e  va r r edu r a  d a  im agem  é  o  t em po  q u e  o  l a ser  

f i c a  i l umi n an do  um  po n t o  do  campo  d a  im agem.  Pa ra  ge r a r  a  

i magem ,  a  f o t omu l t i p l i c ado r a  f az  u m a m éd i a  d a  f lu o r es cên c ia  

emi t i da  e m  cad a  p on t o  du r an t e  o  t empo  em  q u e  es s e  f o i  i l umi n ad o .  
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A s s im ,  qu an to  m ai o r  o  t emp o  d e  va r r edu r a ,  m a io r  a  n i t i d ez  d a  

i magem ,  p o i s  os  s in a i s  q u e  n ão  p er t en cem  à  f lu o r e scên c i a  da  

am os t r a  s ão  d e s co ns id e r ad os  e  n ão  apa r ecem n a  i m agem .  Co n t udo ,  

a  v e l o c id ad e  d e  va r r edu r a  n ão  é  o  ú n i co  i t em  q ue  de t e rm in a  o  

t em po  d e  aq u i s i ç ão  d a  im agem.  É  p oss ív e l  t r ab a l h ar  com o s  l a s e r s  

t an to  s imu l t an eamen t e  qu an do  em  s ep a rado .  Vi s t o  qu e  m ui t os  

co r an t es  e  f l u o r ó fo r o s  po ss u em  u m e sp ec t r o  d e  ex c i t a ção  e  emis são  

am plo ,  q u an do  v i su a l i z ado s  ju n t o s  n a  am os t r a ,  po d em  s e r  

e s t im ul ad os  p o r  um a  l i nh a  d e  l a s er  q u e  e s t e j a  o pe ran do  p a ra  

ex c i t a r  o u t ro  m arcad o r .  Es s e  e f e i t o  co n hec id o  com o  c ros s t a l k  po de  

o co r re r  t an t o  du r an t e  a  ex c i t a ção  q u an t o  na  emi s s ão  d e  mar cado r e s  

f l uo r es cen t es  d i f e ren t es ,  e  é  o b se r v ado  p e l a  d e t ecção  d a  emi s s ão  d e  

u m f lu o r ó fo ro  a t r av és  do  can a l  f o tom ul t ip l i c ad or  d o  o u t ro  

m ar cad o r .  I s s o  p o de  s e r  u m  p ro b l em a  n a  i n t e rp r e t ação  d as  im agen s ,  

p o r  ex em plo ,  em  es tu do s  d e  co - l o ca l i z ação  e /o u  es t ud os  

q u an t i t a t i v os .  P a ra  ev i t a r  e s se  f enôm en o ,  s ep a r am -s e  os  l a s er s ,  qu e  

p a ss am  a  o p er a r  n o  mo do  s eq u e n c i a l .  C ad a  l a s e r  o p e r ando  

s equ en c i a lm en t e  aum en t a  o  t em po  d e  v a r r ed u r a  d a  amos t r a  em uma 

v ez .  As s im  s en do ,  o  t em po  d e  aqu i s i ção  d a  im agem  é  de t e rm in ad o  

p e lo  nú m er o  d e  l a s e r s  op e r an do  s equ en c i a lm e n t e ,  s om ado  à  

v e lo c i d ad e  d e  v a r r ed u ra  e  ao  t am an h o  d a  i m agem .  C aso  s e j am 

f e i t a s  im agens  ao  l on go  do  e ix o  z ,  o  t em po  to t a l  d e  aqu i s i ç ão  d a  

i magem  s e r á  o  s om at ó r i o  d o  t emp o  d e  aq u i s i ção  d e  cad a  u m  dos  

p l an os  f o ca i s .   

 U m a im agem i d ea l  é  aq u e l a  qu e  n ão  n eces s i t a  d e  co r reçõ es  

p ós - aqu i s i ç ão .  En t r e t an to ,  v i s t o  qu e  h á  m ui t os  f enôm eno s  q ue  

p o dem  d i f i cu l t a r  o u  a t é  m es mo  i mp ed i r  u m a co r r e t a  an á l i s e  da  

i magem ,  o  p ro cess amen t o  d a  im agem  po d e  s e r  n ece ss á r i o .  I s s o  

i mpl i ca  n o  u so  d e  s o f tw ar e s  d e  p r o ces s am en t o  de  i m agen s .  

P ro ce ss a r  um a  im agem  s i gn i f i c a  m od i f i ca r  d i g i t a lm en t e  s eu s  

v a lo r es  d e  in t ens i d ad e  d e  f l uo r es cên c ia  e  r ep a r a r  ab e r r açõ es  

ó p t i c a s  co mo  d i f ração  e  d i s to r ção  d a  luz  em i t i d a  p e l a  am os t r a .  

D ev e -s e ,  po r ém ,  t e r  o  m áx imo  cu id ado  p ar a  n ão  mas ca r a r  os  

v a lo r es  d a  f lu o re s cên c ia  d e  m od o  a  a l t e r a r  o s  r es u l t ado s .   



8  

 

 O  p ro ce ss am en to  b á s i co  d e  um a  i magem  con f o ca l i z ada  é  a  

a l t e r ação  do  b a ckg ro un d  e  a  d econ v o lu ção .  P a r a  mo d i f i c a r  o  

b a ckg ro un d ,  o s  p i xe l s  cu j o s  v a lo r es  de  i n t en s i dad e  d e  f lu o r es cên c ia  

f o r em  i gu a i s  o u  m ai o r es  d o  qu e  o  v a lo r  as sum id o  com o  do  

b a ckg ro un d  ( t r es ho ld in g )  s ão  con s i de r ad os  com o  p i xe l s  do  o b j e to  

i mag i n ad o  e  aqu e les  ab a ix o  d e ss e  va lo r  a s s um em  a  co r  p r e t a  como 

n ão  h av end o  f l uo r es cên c i a .  

 C o - lo ca l i z ação  é  um a  t é cn i ca  an a l í t i ca  p a r a  i n v es t i ga r  s e  d uas  

m ol écu l as  ou  e s t ru tu r as  e s t ão  compa r t i l h an do  u m  m esm o  e sp aço  

[ 3 ] .  Su a  an á l i s e  po d e  s e r  f e i t a  d e  fo r ma  v i su a l  ao  s e  o b se r v ar  a  

s ob r epo s i ção  d a s  co r e s  d e  am b as  as  es t r u t u ra s  f o rman do  uma 

t e r ce i r a  co r  n a s  r eg i õ e s  d e  co lo ca l i z a ção .  Po d e -s e  t am b ém  u t i l i z a r  

f e r r am en t as  e s t a t í s t i c as  q ue  d e t e rm in am ,  po r  i n t e rm éd io  d e  

co e f i c i en t e s ,  q uão  co lo ca l i z ado s  e s t ão  os  o b j e t os  ex am inad os .   

D eco nv o lu ção  é  o  p ro ce ss o  d e  rev e r t e r  d i g i t a lm en t e  a  

d i s t o r ção  ó t i c a  q ue  aco n t ece  d ev id o  a  u m a  v a r i a ção  n a tu r a l  da  

m agn i f i c ação  d a  luz  ao  p a ss a r  p e l a  l en t e  o b j e t iv a .  Pe l o  fa to  do  

m ic r os cóp i o  co n fo ca l  po ss u i r  u m  p in ho l e ,  qu e  p e rmi t e  q ue  ap en as  a  

l uz  d o  fo co  ch egue  a o  d e t ec t o r ,  a  im agem  s o f r e  m en os  com  e sse  

e f e i t o .  Co n t ud o ,  qu an t o  meno r  fo r  a  e s t r u t u ra  v i s u a l i z ad a  m ai o r  a  

d i s t o r ção  d a  l uz  e m i t i d a  po r  e l a ,  e s pec i a l men t e  s e ,  p a r a  aq u i s i ç ão ,  

a  im agem fo r  amp l i f i c ad a  ( zo o m ) .   

          

  

1 . 2  Fa to s  a  s erem  co n s i d erad os  na  u t i l i za ção  da  m i cro s cop ia  

co nf o ca l   

 

A l ém  do s  m ar cado r e s  f l u o r es cen t es ,  m ui to s  e l em en to s  q u e  

p o dem  ex i s t i r  n a  am os t r a  e  n o  s eu  en to r no  p od em  s e r  ex c i t ad os  e  

emi t i r  l uz  qu e  é  c ap tad a  p e l a  f o tom ul t ip l i c ad or a ,  ge r an do  um a 

f l uo r es cên c i a  q u e  n ão  co r r e sp on d e  à  d e s e j ad a .  E ss es  s i n a i s  s ão  o  

r u íd o ,  a  au to f l uo r es cên c i a  e  o  b a ckgro u nd .   

O  r u íd o  n um a  i m agem  con f oca l i z ad a  é  u m  con j un to  d e  p ixe l s  

e s p a lh ado s  p e l a  i magem  qu e  apa r ecem co mo  s in a l  f l uo r escen te ,  m as  
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q u e  n ão  s ão  o r i g in ado s  d e  um a  es t ru tu r a  de t e r min ad a ,  co mo  po r  

ex empl o ,  a  m emb ran a  p l as má t i ca .  I s s o  s e  dev e ,  ge r a lm en t e ,  ao  

p o uco  t e mp o  d e  p r o cess am en t o  d a  f o to mul t ip l i c ad o ra  q u an do  é  

u t i l i z ad a  um a  a l t a  v e l oc id ad e  de  v a r r ed u r a ,  e  t am bém  a  u ma 

v o l t agem  ( H V )  ex ces s iv amen t e  a l t a .  É  p o ss ív e l  ev i t a r  o  r u ído  

au m en t and o -s e  o  t em po  d e  ex po s i ção  do  l a se r  e  d im in u in do  o  HV .  

O  b a ckg ro un d  o u  f l uo r es cên c i a  d e  fu n do  ap a r ece  d ev id o  à  

au to f l uo r es cên c i a  d a  am os t r a  ou  a  l i gaçõ es  n ão  es p ec í f i c as  dos  

m ar cad o re s  f l u o r es cen t es  a  ou t r a s  e s t r u t u ra s  q u e  n ão  a s  q ua i s  

d ev e r i am  se  l i ga r .  O  b ack gro un d  p od e  a t r ap a lh a r  a  v i su a l i z ação  dos  

a l vo s  m ar cado s ,  ca s o  a  i n t en s i dad e  d a  su a  f l uo r e scên c ia  s e j a  

p r óx im a  ou  a t é  m aio r  d o  qu e  a  i n t ens id ad e  do s  ob je to s  es t ud ado s .   

A  au t o f lu o r e s cên c ia  é  um a  p ro p r i ed ad e  na tu r a l  q u e  a l gu m as  

s ub s t ânc i as  o r gân ica s  e  i no r gân i cas  t em  d e  emi t i r em luz  qu ando  

ex c i t ad a s  [ 4 ] .  E sse  b r i l h o  i nd ev i do  p o de  in t e r f e r i r  na  an á l i s e  d a  

i magem  ass im como  o  ba ckg ro un d .   

A  p r im ei r a  e t ap a  p a r a  ev i t a r  o  b a ckg ro un d  o co r re  n a  

p r ep a r ação  do  m at e r i a l .  Co nh ecendo  os  co mp r im en t os  d e  on da  

emi t i dos  p e l os  ob j e t os  com  f l uo r e scên c i a  i n d es e j ad a  s e  p odem  

u t i l i z a r  ou t r os  p oss ív e i s  m a r cad o re s  q u e  em i t am  em  com p r im en tos  

d e  o nd a  d i f e r en te .  H á  a i n da  a  u t i l i z ação  d e  m éto do s  q u í mi co s  e  

f í s i co s  pa r a  ev i t a r  a  au t o f l uo r es cênc ia .   N a  aq u i s i ç ão  da  i m agem,  

o p e r a r  os  l a s er s  no  m od o  s eq u en c i a l  co n t r ib u i  p a r a  n ão  h av e r  a  

ex c i t a ção  d o  m at e r i a l  qu e  o r i g i n a  a  f l u o r es cên c ia  d e  f u nd o .  N a  

e t apa  d e  p ro ces s amen to  d a  i magem ,  é  p os s í v e l  co r r i g i r  d ig i t a l men te  

e s s e  t i po  de  f l uo re s cênc i a  com  o  uso  d e  fe r r am en t as  o f e r ec i da s  

p e lo s  p r o gr am as  d e  p ro ce ss am en to  d e  i magem .   

P h oto b l each  é  a  “q u e im a”  d a  f lu o r e scên c i a  d e  um  mar cad o r .  

U m a  m ol écu l a  é  f l u o r es cen t e  p o rq ue  p os su i  u ma  co nf i gu r ação  de  

u m  ou  m ai s  á to mo s  cu jo s  e l é t r on s  d a  cam ada  d e  va l ênc i a ,  ao  

r eceb e r em  en er g i a  d o  l a s er ,  p a s s am  pa r a  u m  n í ve l  d e  m ai o r  en e r g i a  

( ex c i t ação )  [ 5 ] .  Qu and o  n ão  h á  ma i s  ex c i t a ção  p e l o  l a s er ,  e s s es  

e l é t r on s  r e t o rn am  à  su a  cam ad a  o r i g i n a l  e  l i b e r am  a  en e r g i a  q ue  

r eceb e r am  n a  fo rma  d e  l uz  (emis s ão ) .  E n t r e t an t o ,  s e  a  ex p os i ção  a  
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l uz  f o r  ex ces s i v a ,  e s s e s  e l é t r on s  acab am  s end o  r emo vi do s  do  

o r b i t a l  de  m ai o r  ene r g i a  n ão  po d en do  r e to r n a r  a o  o r b i t a l  d e  o r i gem ,  

i mp ed in do  a  emis são  d e  f l uo r es cênc i a .  P a r a  ev i t a r  o  p ho t ob lea ch  o  

i d ea l  é  t r ab a lh a r  com  o s  l a se r s  em  b a ix a  p o t ên c i a  e  m an te r  o  t empo  

d e  aq u i s i ç ão  d a  im agem d en t r o  dos  l imi t e s  d a  cap ac i d ad e  d a  

m ol écu l a  f l uo r es cen t e .  

  

1 . 3  Din â mi ca  mi to c ond ri a l :  mod el o  d e  e s tudo  p a ra  u t i l i za ção  

d as  t écn icas  d e  Micro s cop ia  C onf o ca l  

 

A s  m i t ocôn d r i as  s ão  o r gan e l a s  c e lu l a r e s  d in âm ica s  q ue  

p os su em um c i c lo  com pl ex o  qu e  env o l v e  os  p ro ce ss os  d e  f i s s ão ,  

f u s ão  e  b i o gên es e  m i to con d r i a l .  D a  m esm a f o rm a ,  a  au to f ag i a  d e  

m i to côn d r i as ,  d enom in ad a  mi t o fag i a ,  é  u m  p r ocess o  q u e  f av o rece  a  

s ob r ev iv ên c i a  c e l u l a r  po rq u e  p e rm i t e  a  r emo ção  d e  o r gan e l as  

d egen e r ad as  q u e  po ss am  co n t r ib u i r  co m  a  l i b e r ação  d e  e s p éc i es  

r e a t i v as  de  ox i gên i o  (d ano sa s  às  e s t r u tu r as  c e l u l a r es )  o u  com  a  

i nd u ção  d e  a po p t ose  [ 6 ] .   

O  con ce i to  d e  d in âm ica  m i to con d r i a l  i n c lu i  o  m ov i m en to  d as  

m i to côn d r i as  ao  l on go  d o  c i t o es qu e l e t o ,  a  r egu l ação  d a  a r q u i t e t u ra  

m i to con d r i a l  (mo r fo lo g i a  e  d i s t r i b u i ção )  e  a  co n ec t i v i d ade  m ed iada  

p e lo s  p r o ce ss os  de  f u s ão / f i s s ão  [ 7 ] .  P e l o  f a t o  d a s  mi t o cô nd r i as  

e s t a r em  co ns t an t em en t e  s e  fu s io n and o  e  d i v i d in do  ( f i s s ão ) ,  um 

d es co n t ro l e  n e s s es  p r o ces so s  l eva  a  a l t e r açõ es  n a  s ua  m o r f o l o gi a .  

A  i n t e r ru p ção  d a  fu s ão  caus a  a  f r agmen t ação  d a  m o r f o l og i a  t ub u l a r  

n o rm al  em  pequ en as  mi to cô nd r i a s  em  f o rm a  d e  b as t õ es  ou  e s f e ras .  

J á  a  i n t e r ru p ção  d a  f i s s ão  ge r a  l on go s  f i l am e n to s  t ub u l a res  

i n t e r co n ec t ad os  [ 8 ] .  

N o  i n í c i o  do  s écu lo  XX  co m os  av an ços  d a  mi c r os co p i a  de  

cam po  c l a ro  e  d as  t é cn i cas  d e  cu l tu r a  d e  t e c i do s ,  su r g i r am  as  

p r im ei r as  d es c r i çõe s  con f i áv e i s  so b re  a s  a l t e raçõ es  m o r fo ló g i cas  e  

n a  d i nâmi ca  d a s  mi t o cô nd r i a s  em  cé lu l a s  v i v as  [ 9 ] .  Po s t e r i o r m en t e ,  

v á r i os  e s tu do s  d es c r eve r am  a  fu s ão ,  a  fo rm ação  d e  r ed es  de  
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m i to côn d r i as  ( m i t och on dr ia l  n e tw or ks )  e  d e  m ega  mi to cô n dr i a s  em 

t ec i do s  de  m am í f e ro s  [ 10 ,  1 1 ] .  D e  f a to ,  a  an á l i s e  p o r  m ic r o s co p ia  

em  t emp o  r ea l  ( t i me - la ps e )  u s an do  son d as  f l uo r es cen t es  e s p ec í f i c as  

p a r a  m i t ocôn d r i as ,  p e rmi t i r am  a  v i s u a l i z ação  d e t a l h ad a  de  

a l t e r açõ es  n a  es t r u tu r a  d as  mi t o côn d r i as  comp a t ív e i s  com  os  

p r o cess os  d e  f us ão  e  f i s s ão  em  cé l u l as  v iv as  ( d e  l ev edu r a s  a  

h ep a t óc i t os )  [ 1 2 ] .  T amb ém  j á  fo i  e s t ab e l ec id o  q u e  o  nú m er o  e  a  

m o r f o l o gi a  d as  m i t o cô n d r i a s  s ão  con t r o l ad os  pe l a  v e l oc i d ad e  dos  

p r o cess os  d e  f usão  e  f i s s ão  [ 1 3 ] .  E s t ud os  r ecen t es  t am bém 

d es c rev e ram  as  a l t e r açõ es  d r ás t i ca s  n a  mo r fo l o g i a  mi to co nd r i a l  

d u r an t e  os  e s t ág io s  i n i c i a i s  d a  mo r t e  c e l u l a r  p o r  apo p t ose ,  qu ando  

o co r re  f r agm en t ação  d as  red es  e  r emo d e l am en to  d a s  c r i s t as  

m i to con d r i a i s  [ 1 4 ] .  

1 . 4  C é lu l a  e s t re lad a  h ep á t i ca  

 

A s  cé lu l as  es t r e l ad a s  h ep á t i c as  (d o  i n gl ê s  h ep a t i c  s t e l l a t e  

c e l l s  -  H SC )  r ep re s en t am  en t r e  5  a  8  %  d o  to t a l  da s  c é lu l as  

h ep á t i c a s  e  d es emp enh am um  p ap e l  i mp or t an t e  n o  a rmaz en a m ento  

d e  v i t ami n a  A ,  a l ém  d e  r egu l a r em  a  r en ov ação  d a  m at r i z  

ex t r ace l u l a r  a t r av és  d o  con t r o l e  d e  s ec r eção  d e  me t a lo p ro t e in a s es  e  

d e  seus  i n i b i do r es  [ 1 5 ] .  O  d an o  c r ôn i co  ao  f í gad o  r esu l t a  em  um 

p r o cess o  i n f l am ató r i o  e  p r ó -ox i da t iv o  q u e  l ev a  a  a t i vação  d as  HS C 

q u e ,  n e s s a  con d i ção ,  con t r ib u em  pa r a  o  p r o cess o  f i b ro gên i co  

h ep á t i co .  A s  HSC  a t iv ad as  mu d am  s eu  f enó t ip o  e  p a s s am  a  

ap r e sen t a r  um a  a l t e r ação  no  con t eú do  e  a r r an j o  d o  c i to e sq u e le to  

( f o rm am  “ f ib r a s  d e  e s t r es s e” ) ,  um  aum ento  da  t ax a  d e  p r o l i f e r ação ,  

u m d es e qu i l í b r i o  en t r e  a  s ín t e se  e  d egr ad ação  d a  m at r i z  

ex t r ace l u l a r  e ,  a ind a ,  um a  p e r da  na  cap ac i d ad e  d e  a r maz en am ento  

d e  go t a s  l i p íd i cas  [ 1 6 ,  17 ] .  A  l i n hagem  ce lu l a r  G RX  fo i  

e s t ab e l ec i d a  a  p a r t i r  d e  g r an u l om as  p r o duz i do s  em  f í gad os  de  

cam un do n gos  C 3H / H eN ,  i nd uz i d os  a t r av és  de  i n fecção  

ex p e r im en t a l  com  S ch i s to s s om a  m an so n i .   A  cu l t u r a  p r i má r i a  de  

cé l u l as  de s s e s  g r an u lo m as  ge r ou  e s t a  l i n h agem  d e  cé l u l as  

m io f i b r ob l as t ó i d es  co m  ca r ac t e r í s t i c as  d e  cé l u l a s  e s t r e l adas  
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h ep á t i c a s  no  e s t ado  a t i v ad o  [ 18 ] .  A  l i n hagem  ce lu l a r  pe r m an en t e  

G R X  fo i  co ns id e r ad a  p o r  G ee r t s  [ 19 ]  a  p r i me i ra  l i nh agem  ce lu l a r  

d e s c r i t a  c ap az  de  mi me t i z a r  c a r ac t e r í s t i c as  d a  HSC.   

1 . 5  R es vera t ro l  

 

O  R es ve r a t r o l  (RS V )  é  um a  f i t oa l ex in a  p r o duz i d a  p or  

ap r ox im ad am ent e  3 1  gên e ros  d e  p l an t a s  –  i n c lu in do  uv as  

v e rm e lh as ,  am endo in s  e  am eix as  –  em  r e sp os t a  a  e s t r e s s es  

am bi en t a i s  e  à s  i n f ecçõ es  p a t o gên i cas  com o,  p o r  ex emp lo ,  a t aque  

d e  f un go s  [ 2 0 -2 2] .  M ui tos  e s t ud os  i n  v i vo  e  i n  v i t ro  mos t r am  qu e  o  

RS V  p od e  a t iv a r  d i re t a  o u  in d i r e t am en t e  a  s i r t u i na  1 ( S IR T 1 ) ,  

p r o t e í n a  r e l a c io n ad a  com  e f e i to s  b en é f i co s  em  in t e r v ençõ es  

t e r ap êu t i c a s  d e  in úm er as  do enças  c r ôn i cas  [ 23 ] .  T r ab a l hos  r ecen te s  

m os t r am  qu e  o  t r a t am en t o  com  R SV  e  a  co ns eq u en te  a t i v ação  da  

S IR T 1  re su l t a  n a  b io gên ese  m i to cond r i a l  [ 18 ]  e  n a  r egu l ação  da  

d in âm i ca  m i to c ond r i a l  i n f l u en c i ad a  p e l a  ex pr e s s ão  d a  p r o t e í na  

d e s aco p l ad o ra  UCP 2  [ 6 ] .  O u t r os  t r ab a l ho s  mo s t r a ram  qu e  o  

t r a t am en t o  com  R SV  i n duz  a  au t o f agia  a t r av és  d a  in t e r ação  en t r e  a  

S IR T 1  e  a  A T G 5  e  A T G 7,  du as  p r o t e ín a s  env o lv id as  n a  s in a l i z ação  

d o  p r o cess o  d e  au to f a go c i to se  [ 23 ] .  J á  f o i  d em on s t rado  q u e  o  RSV 

i nd uz  u m a  d i mi nu ição  d e  v i ab i l i dad e  e  au m en t o  de  d ano  ce l u l a r  n a  

G R X d ev id o  a  s eu  e f e i t o  p ró - ox id a t i vo  em  24  h o r as  d e  t r a t am en to  

co m do s es  a t é  50µM .   

A  m ic r os cop i a  conf o ca l  p e rmi t e  a  v i su a l i z ação  d e  es t r u tu r a s  

i n t r ace lu l a r e s  com m ai o r  d e t a l h am en t o  d o  qu e  a  mi c ro s co p i a  d e  

f l uo r es cên c i a .  O  mi c ro s có p i o  con f o ca l  p oss u i  um a  ab e r t u r a  

( p in ho l e ) ,  v a r i áv e l  em  seu  d i âm et r o ,  en t re  a  o b j e t iv a  e  a  

f o tom ul t ip l i c ad or a  q u e  co n t r o l a  a  pa s sagem  d e  f ó to ns  emi t id os  p e l a  

am os t r a .  A p en as  a  l uz  o r i un d a  d a  r eg i ão  ou  f a t i a  ó t i c a  qu e  e s t á  em 

f o co  p a ss a  p e l a  abe r tu r a ,  s end o  a  l uz  r e l a t i v a  às  r eg iõe s  f o ra  d e  

f o co  im p ed id a  d e  ch ega r  ao  de t ec to r  dev id o  ao  an t ep a ro  d o  p in ho le .  

V i a  so f t w a r e  q u e  co n t ro l a  o  eq u ip am en to  é  p os s í v e l  m od i f i ca r  o  

d i âm et ro  d o  p i nh o l e ,  a  po t ên c i a  d o  l a se r  a  i n c i d i r  na  am os t r a ,  a  
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v o l t agem  d a  f o t omu l t i p l i c ado r a ,  q u an t os  p ixe l s  a  s e r ão  o r i g i n ad os  

n a  im agem,  o  t empo  d e  v a r r edu r a  do  l a s e r  n a  amo s t r a ,  en t r e  ou t r os  

p a r âm e t r os  de  aqu i s i ção  d e  i magem .  A s  o b j e t iv a s  s ão  mo to r i z ad as ,  

e  p od em  f az er  im agens  ao  lo n go  d o  e ix o  z  d a  am os t r a .  O  

m ic r os cóp i o  co n foca l  ap r e s en t a  g r and e  v an t agem  p a r a  o  e s t ud o  d e  

t e c i do s  e  c é lu l a s  q u e  r eq ue r em  im agen s  em  g r an de  de t a l h am en to  

co m o  con t r o l e  do s  d i v er so s  p a râm et ro s  d e  aqu i s i ç ão  de  i magem .  

O  p r es en t e  e s t ud o  s e  p r op õ e  a  mo s t ra r  com o  a s  fe r r amen tas  

d e  aq u i s i ç ão  e  p ro ce ss am en to  d a s  im agens  p od em  se r  u t i l i z ad as  

p a r a  a  av a l i a ção  d a  d in âmi ca  mi to co nd r i a l  po r  m ic r os cop i a  

co n fo ca l .   

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2 . 1  Lin ha gem ce l u l a r  GR X  e  p rep a ra çã o  d as  lâ min as  p a ra  

mi cro s cop ia  C onf oca l  

 

A  l i nh agem ce l u l a r  G RX  fo i  o b t i d a  jun to  ao  Ban co  d e  C é l u l as  

d o  R io  de  J an e i r o  ( H UC FF,  U FRJ ,  RJ )  e  cu l t i v ada  em  DM EM
®

 

( In v i t r o gen
®

,  In c . ,  C a r l sb ad ,  C A ,  USA)  s up l em en tado  com  5 %  S or o  

Fe t a l  Bo v in o  ( In v i t r o gen
®
,  In c . ,  C a r l sb ad ,  C A ,  US A )  s ob  a tm os f e ra  

d e  C O 2  a  3 7
o
C.  As  cé l u l as  (3x  1 0

4
)  fo ram  s em ead as  s ob r e  l am ín u l as  

c i r cu l a r e s  p r epa r adas  e  e s t e r i l i z ad as  p o r  au to c l av e ,  co lo cad as  em 

p l aca s  d e  12  p o ço s .   

 

2 . 2  T rat a men to  com R es v era t ro l  

 

O  R es ve r a t r o l  (S i gm a - Ald r i ch
®

,  In c . ,  S a i n t  Lo u i s ,  M O,  E U A )  

f o i  d i s s o l v id o  em e t ano l  ( M er ck
®

,  D a r ms tad t ,  A l em anh a )  em 

s o l u ção  es to qu e  d e  1 0 0  mM  e  d i lu í do  s equ en c i a lm en t e  em  DMEM
®

 

( In v i t r o gen
®

,  In c . ,  C a r l sb ad ,  C A,  U SA)  a t é  as  co n cen t r açõ es  f i n a i s  

d e  us o :  1 ,  10  e  5 0µ M.  As  cé l u l as  f o r am  t ra t adas  em 



1 4  

 

s emi co n f lu ên c i a ,  co m  as  d os e s  men c io n ad as  e  co m m e io  n os  

co n t ro l e ,  p o r  2 4  h or a s .  

 

2 . 3  Quan t i f i ca çã o  da  ma ss a  ve rsus  p o tenc ia l  d e  me mb rana  

mi t o cond ri a l  

 

A p ós  o  t r a t am en t o  co m  RSV  p o r  2 4  h o r as ,  a s  c é lu l a s  fo r am 

i n cu b ad as  p o r  3 0  m in u to s  co m  m ei o  D M EM
®

 ( In v i t ro gen
®

,  In c . ,  

C a r l sb ad ,  C A,  USA )  s em  s o ro  con t en d o  en t r e  7 5 ,  10 0  e  2 00 nM  de  

M it oTr a cker
®

 G r een  FM  (M ol ecu l a r  P r ob es
®

,  In c .  Eugen e ,  OR,  

E U A ) ,   M i t o T r a c k e r ®  O r a n g e  C M T M R o s  ( Mol ecu l a r  P ro b es
®

,  In c .  

E u gen e ,  OR ,  EU A )  ( M T O ) ,  o u  am b as  a s  so nd as  j un t a s .  A s  cé l u l as  

f o r am  l av ad as  em  P BS  t am po n ado  ( p H  7 ,4 )  e  f i x ad as  com 

p a r a fo rm a ld e í do  po r  ap rox im ad am ent e  15  mi nu tos  a  4 - 8 º C .  As  

l am ín u l as  f o r am  r e t i r ad as  d as  p l acas  e  m on t ad as  em  l âm in as  num 

p e r í od o  q u e  v ar io u  en t r e  2  a  3  h o r a s  an t es  d a  an á l i s e .  A  d i s t ânc i a  

en t r e  o  l o ca l  o nd e  a s  c é lu l a s  f o r am  t ra t adas  e  o  l o ca l  o nd e  s e  s i t ua  

o  mi c ro s có p i o  co nf o ca l ,  a s so c i ado  ao  p ro b l em a  em  f ix a r  c é l u l as  

i n cu b ad as  com  MT G ,  ex i g iu  um  t es t e  q u e  en vo lv eu  a  f i x açã o  

ce l u l a r  u t i l i z an do  1 ,2  o u  4  % d e  p a r a fo rm a ld e í do .  A v a l i ad o  os  

r e s u l t ado s ,  f i cou  es t ab e l ec i do ,  po r  f im ,  qu e  a  do s e  d e  i n cub ação  d e  

M T O e  M T G s e r i a  2 00 nM .  D a  m es ma  f o rm a ,  a  co ncen t r ação  de  

p a r a fo rm a ld e í do  u t i l i z ad a  f o i  2 %.  

 

2 . 4  Produ çã o  in t ra ce lu la r  de  e sp éc ie s  r ea t iv as  d e  ox ig ên io  co m 

D C FH - D A
®  

 

A p ós  24  h or a s  d e  t r a t am en t o  co m  r e s v er a t r o l ,  a s  c é lu l as  

f o r am  i n cu b ad as  no  es cu ro  co m 8 µM  de  DC FH -D A
®

 ( M ol ecu la r  

P ro b es
®

,  In c .  E u gen e ,  OR ,  EU A )  e  2 , 5µ g/ m L d e  H o e c s h t
®

33 258  

( In v i t r o gen
®

,  In c . ,  C a r l sb ad ,  C A ,  USA ) ,  um  m ar cado r  f l uo r es cen te  

n u c l ea r  q u e  é  ex c i t ad o  e  emi t e  em  3 52 /4 61 nm  r es p ec t i v am en t e ,  em 

m ei o  DM E M
®

 s em s o r o  p o r  30  mi nu t os  à  3 7 º C .  A s  cé lu l as  f o ram 

en t ão  l av ad as  em  P BS  t am po n ad o  e  f i x ad as  com  p a r a fo r ma ld e í do  
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2 %  po r  ap r ox im adam ent e  1 5  mi nu t os  a  4 -8 ºC .  A s  l am í nu l as  fo r am 

r e t i r ad a s  d a s  p l aca s  e  mo n t ad as  em l âm in as  em  u m  pe r ío do  q ue  

v a r i ou  en t r e  2  a  3  h o r as  an t e s  d a  an á l i s e  no  mi c ro s có p io  co n fo ca l .  

 

 

2 . 5  Co lo ca l i za ção  en t re  mi to cônd ri as  e  l i s os so m o s  

 

A p ós  o  t r a t am en t o  co m  RSV  p o r  2 4  h o r as ,  a s  c é lu l a s  fo r am 

i n cu b ad as  p o r  30  m in u to s  com  m ei o  D ME M
®

 s em  s o ro  co n t endo  

en t r e  2 00 nM  d e  M i toT ra cker
®

 Gr een  F M ,  1 00 nm  d e  L y s o T r a c k e r ®
 

R ed  (M ol ecu l a r  P r o b es
®

,  In c .  E u gen e ,  OR ,  E U A )  o u  am b as  as  

s on d as  ju n t a s .  A s  cé l u l a s  fo r am  l av ad as  em  P BS  t am po n ad o  e  

f i x ad as  co m  p a r a f o r m al d e íd o  2 %  p o r  ap r ox im ad am ent e  15  min u t os  

a  4 - 8 º  C .  As  l am ín u l a s  fo r am  r e t i r ad a s  d as  p l acas  e  m on tad as  em 

l âm in as  em  u m  pe r ío do  q ue  v a r i ou  en t re  2  a  3  h o r as  an t es  d a  

an á l i s e  n o  m i c r os có p i o  con f oca l .  

 

2 . 6  Aqui s i çã o  d as  i ma g en s  

 

 A s  im agen s  f o ram  o b t id as  po r  mi c r os co p i a  con f o ca l  

u t i l i z and o  o  equ ip am en t o  F lu oV i ew™  FV 10 00  ( Ol ym p us
®

 In c .  

T ó qu i o ,  J ap ão )  p e lo  comp on en t e  d e  aqu i s i ç ão  do  so f tw ar e  

F lu oV i ew
®

 ( Ol ym p us
®

 In c .  T óq u io ,  J ap ão )  com  a  o b j e t iv a  

U P LS AP O  60 X  O  N A :1 .3 5  e  a s  l i nhas  d e  l a s e r s  d e  ex c i t a ção  d e  

4 0 5 ,  4 73  e  55 9nm .  Fo r am e s co l h i d as  á r ea s  a l e a t ó r i as  d a s  l âm in as  e  

t od as  as  i magen s  fo r am  f e i t a s  ao  lo ngo  d o  e ix o  z  d as  cé l u l as .  As  

i magen s  f o r am ad qu i r id a s  no  m od o  s eq u en c ia l .  

 

2 . 7  Pro ces sa men to  e  a ná l i s e  das  i ma g ens  

 

 A s  im agen s  f o r am p ro cess ad as  e  ana l i s ad as  p e lo  so f tw are  

Fl uo Vi ew
®

 ( Ol ym p us
®

 In c .  T óq u io ,  J ap ão )  e  I ma g eJ  ( N a t i ona l  

In s t i t u t e s  o f  H ea l th ,  R o ck v i l l e  P ik e ,  Be t h es d a ,  Mar yl an d ,  E U A ) ,  

u m p ro gr ama  d e  d om ín i o  pú b l i co .    
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3 . 1  A rq u i t e tu ra  Mi to cond ri a l  e  Re l a çã o  Ma ssa  X  Po t en c i a l  de  

Memb ran a  Mi t o cond ri a l  

 

P el a  du p l a  m a r cação  da s  mi to côn d r i as  com  o s  s on das  

f l uo r es cen t es  Mit oT ra cker
®

 Gr een  F M  (M T G )  e  Mit oTr a cker
®  

O r an g e  C MTM R os  ( M T O)  f o i  p os s í ve l  a ces s a r  a  d i s t r i b u i ção  e  a  

m o r f o l o gi a  mi t o con d r i a l ,  m ed in do ,  r e s p ec t i v am en te ,  a  m ass a  e  a  

a t i v i d ad e  d a  o r gane l a  n o  mo m ent o  em  qu e  as  c é l u l as  G R X f o ram 

f ix ad as .  O  M T G é  um  m ar cad o r  mi to con d r i a l  com  uma  ex c i t a ção  

m áx im a  d e  49 0n m e  emis s ão  m áx ima  em  5 16 nm .  Es s e  s e  t o rna  

f l uo r es cen t e  ap en as  qu and o  s e  en co n t r a  no  am bi en t e  do s  l i p í d io s  de  

m em b r an a  da  mi to côn d r i a  n a  cé l u l a  v iv a ,  s en do  u t i l i z ado  p a ra  

l o ca l i z ação  e  m ed i ção  da  m ass a  mi t o co nd r i a l  i nd ep end en t e  do  

p o t en c i a l  d e  m emb r an a  d e ss a  o r gane l a .  E ss e  f a t o  r esu l t a  em  um  

n ív e l  d e  b a ckg ro und  con s i de r av e lm en te  a l t o  n a  cé l u l a  u ma  v ez  que  

a  so nd a  t end e  a  s e  e s p a lh a r  p e lo  c i t op l a sm a .  O  MT O  é  um  m ar cad or  

m i to con d r i a l  qu e  s e  ex c i t a  ao  m áx i mo  em  5 54 nm  e  em i t e  no  

m áx im o  em  5 76 nm .  É  b em  r e t i do  apó s  f ixação  c om 

p a r a fo rm a ld e í do ,  s en do  d ep end en t e  da  o co r r ên c i a  d o  p o t en c i a l  d e  

m em b r an a  p a r a  se  acu mul a r  n es s as  o r gan e la s .  

P a r a  av er i gu ar  a  d i s t r i b u i ção  e  mo r fo lo g i a  d a s  mi t o cô nd r i a s  n as  

G R X  fo i  f e i t a  um a an á l i s e  v i su a l  d a s  i m agens  ob t id a s  co m  os  do i s  

c an a i s  s ob r epos t o s  ( f i g ura  1 ) .  As  cé l u l as  con t r o l e  ap r e s en t a r am 

m i to côn d r i as  com f o r m ato  p on tu a l  e  l o ca l i z ad as  de  m an e i r a  

p e r i nu c l ea r .  J á  na s  c é lu l as  t r a t ada s  co m 1 ,  1 0  e  5 0µM  d e  

r e s v er a t r o l  ( RSV ) ,  co ns t a to u -s e  um a  m ud an ça  n a  r ed e  mi to co nd r i a l ,  

q u e  s e  ap r e sen t ou  d i s t r i b u í d a  ao  lo n go  d e  t od o  o  c i t op l as m a .  F i cou  

ev id enc i ad o  p e l a s  i m agens  qu e  o  r e s v er a t r o l  50µ M  i nd uz  u ma 

m ud an ça  n a  mo r fo lo g i a  d a s  mi t o cô nd r i a s  e  na  a rq u i t e tu ra  d a  r ede  

m i to con d r i a l .  

A  r e l ação  m ass a  ver su s  po t en c i a l  d e  m em b r an a  d as  m i tocô nd r i a s  

f o i  e s t ab e l ec i d a  p e l a  q uan t i f i c ação  da  f l uo r es cên c i a  d e  am b os  os  
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co r an t es  no  s o f twar e  Fl uo Vi ew
®

.  E m cad a  cé l u l a  d a  im agem  fo i  

t r a çad a  um a  R eg i ão  de  In t e r e s s e  ( do  in g l ês  Reg i on  o f  I n t e r es t  -  

R O I )  n a  f o rm a  d e  um  t r aço  s ob r e  u m a r eg i ão  p e r i nu c l ea r  em  q u e  s e  

en con t r av am  m i to cô n dr i a s  ( f i gu ra  2 .a ) .  T od a s  as  R O I p os su í am  o  

m esmo  t am an ho .  O s  v a lo r e s  d a  quan t i f i c ação  d a  f luo r e s cên c i a  

f o r am  o b t id os  p e l a  f e r r am en t a  d e  med i ção  d o  so f tw ar e  F lu oV i ew
®

.  

E s s a  f e r r am en t a  dá  o  v a lo r  d a  méd i a  d a  f lu o r es cên c i a  d a  R O I p a r a  

c ad a  can a l .   Co m  es s es  v a l o r e s  s e  f az  u m a  m éd i a  do  so ma t ó r io  das  

m éd i as  d a s  R O I d a s  im agen s  de  cad a  g r u p o  ex p e r im en t a l ,  o b t e nd o-

s e  u m v a lo r  d e  f lu o r e s cên c ia  m éd i a .   

A  f i gu ra  2 .b  ap r e s en t a  um  gr á f i co  d a  q u an t i f i c ação  da  

f l uo r es cên c i a  m éd i a  emi t id a  p o r  am bo s  os  M it oTr acker
®

  em 

r e s po s t a  ao  t r a t am en to  com  a s  d i f e r en t e s  con cen t raçõ es  d e  

r e s v er a t r o l .  A  an á l i s e  do  g r á f i co  m os t r o u  q u e  t r a t am en to  co m RSV 

n ão  a l t e ro u  a  m assa  mi t o co nd r i a l ,  m as  su ge r e  q u e  o  p o ten c ia l  de  

m em b r an a  de ss a s  o r gan e l a s  d imin u i  com  o  aum en to  da  

co n cen t r ação  d e  RSV .  

P a r a  v i su a l i z a r  a  l o ca l i z ação  e  d ens id ad e  d as  m i to côn d r i a s  mai s  

p r ec i s am en t e ,  a  aq u i s i ç ão  d a s  i m agen s  n o  e ix o  z  f o i  m ui to  

i mp or t an t e ,  p o i s  a  d i fe r en ça  d a  i n t en s i d ad e  da  f lu o r e s cên c i a  en t r e  

u m a  o r gan e la  e  o u t r a  p o d e  es t a r  n o  f a t o  d es s a s  o cu p ar em d i f e r en t e s  

p l an os  d e  f o co  d en t ro  do  vo l um e  do  c i t op l asm a .  Co m  a  aq u i s i ção  

n o  m od o  p ho to n  cou n t in g ,  u t i l i z an do  o s  l a s er s  em  b a ix a s  p o t ên c i as ,  

p r o cu r ou  s e  ev i t a r  o  ph o t ob l ea ch .  O  mo do  s eq u en c i a l  p e r mi t iu  

ad qu i r i r  a s  im agens  d os  can a i s  d o  MT G  e  M T O  d e  f o rma  s ep a r ad a ,  

ev i t an do  um  p oss ív e l  c ro ss ta l k  qu e  aca r r e t a r i a  em  e r r o  n a  

q u an t i f i c ação  d a  f l uo r es cên c i a .  Es s e  e r r o  aco n t ece r i a  p o r  h av er  

m ai s  f l uo r e scên c ia  d o  q u e  d ev e r i a  s en do  cap tad a  em  um 

d e t e r min ado  can a l ,  p e lo  f a to  d o s  do i s  m a r cad or e s  e s t a r em  em i t i ndo  

f ó to ns  n um a  m e sm a  f a ix a  d e  com pr im en t o  d e  o nd a .  H o uv e  um 

gr an d e  ba ckgr ou nd  n a  m ar cação  co m   MT G ,  d i f i cu l t an do  a  

i d en t i f i c ação  v i s u a l  d as  m i t ocôn d r i as  s om en t e  p e l a  an á l i s e  im agem  

cap tad a .  E ss e  p ro b l em a  f o i  co n t o r n ado  p e l a  v i s u a l i z ação  d o  cana l  

d o  MT G  ju n t o  ao  can a l  d o  MT O ,  q u e  p o r  ap r e s en t a r  b a ix o  n ív e l  de  
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b a ckg ro un d ,  f a c i l i t o u  a  i d en t i f i cação  d as  m i to cô n dr i a s  a   

o bs e r v ação  d a  su a  m o r f o l o gi a .    

R esu l t ado s  p r év i os  o b t i do s  po r  c i t om et r i a  d e  f lux o  e  

e s p ec t ro f l uo r i m et r i a   i n d i ca r am  q u e  a  m ass a  mi t o co nd r i a l  aum en ta  

co n fo rm e  aum en t a  a  co n cen t r ação  de  R SV .  No  p r es en t e  es tudo  

f i co u  ev id en c i ad o  q u e  a  m ass a  p e rm an ece  a  m es ma .  En t re t an to ,  n ão  

h á  d i s c r ep ân c i a  en t r e  os  r es u l t ado s  d es s as  an á l i s es .  A  c i to m et r i a  de  

f l ux o  e  a  e sp ec t ro f lu o r im et r i a  mo s t r a r am  o  au men t o  d a  m assa  

m i to con d r i a l  p e l a  l e i t u r a  d a  f lu o re s cênc i a  t o t a l  d a  cé lu l a  no  

co mp r i men t o  d e  on d a  emi t i do  p e lo  M TG .   A  i nv es t i gação  da  

i n t en s i d ad e  d a  f lu o r e s cên c ia  no  can a l  d o  M TG  f i co u  comp r om et ida  

p e lo  a l t o  n ív e l  de  b a ckg ro un d  c aus ado  p e l a  f i x ação  d as  c é l u l as .  No  

en t an t o ,  f o i  p oss í v e l  a  an á l i s e  d as  im age n s  po r qu e  t od as  as  

am os t r a s  ( con t ro l e  e  t r a t ad as )  f o ram  p r ep a r ad as  n as  m es mas  

co nd i çõ es ,  co m  a  m esm a  co n cen t r ação  d e  p a r a fo rm ald e íd o  e  d e  

M T G.  A lém  d i s so ,  a s  i magen s  fo r am  ad q u i r i d as  com  os  m es mos  

p a r âm e t r os .  A ss i m,  a  i n t ens i d ad e  d o  b a ckg ro un d  f o i  co ns id e r ada  

i gu a l ,  n a  méd i a ,  pa r a  t od as  as  im agen s .  C omo  a  R O I f o i  t r a çad a  

co mo  u m a l i n h a ,   o  qu e  s e  m ed iu  fo i  a  mass a  d a s  mi t o cô nd r i as  

co mo  es t r u t u r a s  un i t á r i a s  e  não  a  m as s a  to t a l  d es sa s  o rgan e l as  no  

c i t op l asm a .  P or  e s s e  m éto do  d e  an á l i s e  d e  im agens ,  fo i  mo s t r ado   

q u e  a  m ass a  d a s  mi to cô nd r i a s  i n d i v idu a lm en t e  n ão  s o f r e  mu d an ças  

r e l ev an t es  co m o  au m en t o  d a  con cen t ração  d o  R SV .  

A  qu an t i f i c ação  d a  f lu o re s cên c i a  do  M T O p or  

e s p ec t ro f l uo r i m et r i a  e  a  av a l i a ção  da  a t i v i d ad e  m i to con d r i a l  po r  

c i t om et r i a  de  f l ux o ,  a t r avé s  d a  mar cação  com  a  so n da  J C -1 ,  

co n f i rm ar am  o  r es u l t ado  d a  an á l i s e  d as  im agens ,  mos t rand o  qu e  h á  

u m a  q u ed a  n a  a t i v i dad e   mi t o co nd r i a l ,   com  o  au m en t o  da  

co n cen t r ação  d e  RSV .   

D emo ns t r amo s  com  i s so  q u e  a  mi c ro s co p i a  con f o ca l  p o de  s e r  

u t i l i z ad a  co mo  um a  t écn i ca  com pl em en t a r  pa r a  ava l i a ção  da  

a t i v i d ad e  d e  m em br an a  e  q uan t i f i cação  d a  m ass a  mi t o co n dr i a l  de  

u m a cé l u l a .   
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3 . 2  Medi ção  d e  E sp éc i es  R ea t i va s  d e  Ox ig ên i o  

 

 P a r a  av a l i a r  a  p ro d ução  d e  es p éc i es  r e a t i v as  d e  ox igên io  

u t i l i zo u - s e  o  DC FH - D A
®

,  com po s t o  d e r i vado  d a  f lu o re s ce í n a .  Após  

p en e t r a r  n as  c é lu l a s  p o r  d i fu s ão  p ass iv a ,  o s  g ru po s  ace t a t os  s ão  

h id r o l i s ado s  p o r  es t e r a s es  e  o  DC F l i v r e  é  ox id ad o  to r n an do -s e  

f l uo r es cen t e .  S eu  p i co  d e  ex c i t a ção  é  em  ap rox im ad am ent e  50 0n m  e  

o  d e  emi s s ão  em to r no  d e  5 30 nm.  As s im  com o a  f l uo re s ce í n a ,  o  

D C F
 
t am b ém  apr e sen t a  g r an d e  s us ce t ib i l i d ad e  ao  p ho to b l ea ch ,  po r  

i s s o  a s  im agen s  f o r am  f e i t a s  n o  m od o  p ho to n  coun t i ng .  Os  

p a r âm e t r os  d e  aqu i s i ção  fo r am  o s  m es mo s  p a r a  t o d as  as  im agens ,  

t end o  s id o  tom ado  co mo  p ad r ão  pa r a  aq u i s i ç ão ,  o s  d ad os  de  

aq u i s i ç ão  d a s  im agen s  d as  c é l u l as  t r a t ad a s  com  5 0µ M d e  RS V  q ue ,  

s egu nd o  r es u l t ados  p r e l imi n a r es ,  ap r es en t a r am  m a io r  f l uo r e s cên c ia  

p o r  p ro duz i r em  m ai s  es p éc i es  r e a t iv a s  d e  ox i gên i o .  

 Fo i  r e a l i z ad a  a  q uan t i f i c ação  d a  f lu o r e s cên c ia  p e l o  s o f tw a re  

F lu oV i ew .  Em cada  cé lu l a  fo i  t r a çad a  um a R eg i ão  d e  In t e r e s se  

( R O I)  c i r cu l a r  e  ad j acen t e  ao  n úc l eo  ( f i gu ra  3 .a ) .  P e l a  f e r r am en t a  

d e  m ed i ção  d o  p r o gr am a s e  ob t eve  a  m éd i a  d a  f lu o r es cên c ia  

d aqu e la  á r ea .  C om o s  v a l o r es  d a  qu an t i f i c ação  d e  cada  cé l u l a  f o i  

f e i t a  u m a méd i a  d a  i n t en s id ad e  d e  f luo r e s cên c i a  d o  DC F p a r a  c ad a  

g r u p o  ex p e r im en t a l ,  q u e  es t ão  rep r es en t ad os  no  g r á f i co  d a  f i gu ra  

3 .b .  P e l a  an á l i s e  do  g r á f i co ,  a  i n t ens id ad e  d a  f l uo r e s cênc i a  d o  DC F 

au m ent a  d e  m an e i ra  d os e -d ep en d en t e ,  i nd i cand o  q u e  o  RS V  i nduz  

u m  aum ent o  d a  p ro d ução  d e  es p éc i es  r e a t i v as  d e  ox i gên io .  E ss es  

r e s u l t ado s  fo r am  sem el h an te s  aos  ob t i do s  po r  c i t o me t r i a  d e  f l ux o  e  

e s p ec t ro f l uo r i m et r i a .   

P a r a  es t e  e s t ud o ,  f o i  im po r t an t e  a  qu an t i f i c ação  d a  f l uo r e s cên c ia  

v i a  f e r r am en t a  d e  an á l i s e  d i g i t a l .  Ap en as  um a  av a l i a ção  v i s u a l  n ão   
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F i g u r a  1 .  C o l u n a  1  a p r e s e n t a  a s  i m a g e n s  n o  c a n a l  d o  M i t o T r a c k e r ® G r e e n .  C o l u n a  2  

a p r e s e n t a  a s  i m a g e n s  n o  c a n a l  d o  M i t o T r a c k e r ® O r a n g e .  C o l u n a  3  a p r e s e n t a  a  

s o b r e p o s i ç ã o  d e  a m b o s  M i t o T r a c k e r ® .  I m a g e n s  d e  A - C :  c é l u l a s  c o n t r o l e .  D - F  

c é l u l a s  t r a t a d a s  c o m  r e s v e r a t r o l  ( R S V )  1 µ M .  G - I :  c é l u l a s  t r a t a d a s  c o m  R S V  1 0 µ M .  

J - L :  c é l u l a s  t r a t a d a s  c o m  R S V  5 0 µ M .  E s c a l a  r e p r e s e n t a  1 0 µ m .      
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F i g u r a  2 .  I m a g e m  A :  S e t a  i n d i c a  a  R e g i ã o  d e  I n t e r e s s e  ( R O I )  e s c o l h i d a  n a  c é l u l a  

p a r a  a  q u a n t i f i c a ç ã o  d a  f l u o r e s c ê n c i a .  E s c a l a  r e p r e s e n t a  1 0 µ m .  I m a g e m  B :  g r á f i c o  

d a s  m é d i a s  d a  f l u o r e s c ê n c i a  d a s  R O I  p a r a  M i t o T r a c k e r ® G r e e n  ( M T G )  e  

M i t o T r a c k e r ® O r a n g e  ( M T O ) .     

 
s e r i a  co nf i áv e l  p e lo  f a to  d e  s e  e s t a r  q u an t i f i c an do  a  f l uo r e s cên c i a  

d e  um a  á r ea .  A  á rea ,  d i f e r en t e  d e  um a  l i n h a  o u  p on to ,  q ue  s ão  

d i s c r e t os ,  p od e  ap r e s en t a r  m ai s  p i xe l s  co m  d i s c rep ân c ia  en t re  s i  

q u an to  à  i n t en s i dad e  d e  f lu o re s cên c ia .  P o r t an to ,  é  n eces s á r i a  um a 

av a l i a ção  m e to do l óg i ca  m ai s  apu r ada  co mo  a  qu an t i f i c ação  d i g i t a l  

d a  f l u o r es cên c ia .   

 

3 . 3  Mi t o f ag ia  e  co - l oca l i za çã o  

 
 P a r a  v e r i f i c a r  a  oco r r ên c ia  d e  m i t o fag i a  e  s e  h á  o  aum en to  

d e ss e  p ro ce sso  co nf o rm e  o  aum en to  d a  d os e  d e  r es v e ra t r o l  f o r am 

u t i l i z ado s  a s  so nd as  M it oTr a cker
®  

Gr een  F M  ( M TG )  e  L ys o t ra cker
®  

R ed  D N D -9 9  ( LY S)   p a r a  a  an á l i s e  de  co l o ca l i z ação .  O  LY S  é  um 

co r an t e  f l uo r es cen te  co m  gr and e  se l e t iv i d ad e  p a ra  a  m ar cação  de  

o r gan e l a s  á c id a s  em  cé l u l as  v i v as ,  em  e sp ec í f i co ,  l i so s s omas .  

P oss u i  bo a  r e t en ção  ap ós  f ix ação  co m p a r a f o r m ald e í do  e  t em  como 

co mp r i men t o  d e  o n d a  d e  ex c i t a çã o  e  emis s ão  5 7 7 / 59 0nm ,  

r e s p ec t iv am en t e .  O  M TG  fo i  u t i l i z ado  co m o  p ro pós i t o  de  m ar ca r   
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F i g u r a  3 .   I m a g e m  A :  c í r c u l o  r e p r e s e n t a  a  R e g i ã o  d e  I n t e r e s s e  ( R O I )  f e i t a  n a  

r e g i ã o  p e r i n u c l e a r  d e  c a d a  c é l u l a  d a  i m a g e m  p a r a  a  q u a n t i f i c a ç ã o  d a  f l u o r e s c ê n c i a .  

E m  a z u l  e s t ã o  m a r c a d o s  o s  n ú c l e o s  c o m  H o e s c h t  e  e m  v e r d e  a  m a r c a ç ã o  d o  D C F .  A  

e s c a l a  r e p r e s e n t a  1 0 µ m .  I m a g e m  B :  G r á f i c o  d a s  m é d i a s  d a  f l u o r e s c ê n c i a  d a s  R O I  

p a r a  o  D C F .  

 

a s  mi to côn dr i as  po r  p os su i r  s eu  es pec t ro  d e  ex c i t ação  e  emi s s ão  

d i fe r en t e  do  LY S .    

 S abend o  qu e  a s  m i to côn d r i as  e  l i so s s om as  s ão  e s t r u t u ras  

m ui t o  pequ en as  p a ra  a  an á l i s e  po r  mi c r o s co p i a  ó t i c a ,  f o i  f e i t a  uma 

d econ vo lu ção  d as  im agen s  q ue  f o ram  t om adas .  A  ca l cu l ad o ra  

N yq u i s t  ( H u ygen s  C o r e
®

)  fo i  u t i l i z ad a  pa r a  d e t e r mi n a r  o  

co mp r i men t o  e  vo lu m e qu e  cad a  p ixe l  d eve r i a  o cu pa r  n a  im agem  a  

s e r  ad qu i r i d a .  Essa  f e r r am en t a  é  im po r t an t e  q uand o  s e  d es e j a  

e s tu da r  co l o ca l i z ação  p o rq ue  d e f i n e  o  t am an ho  id ea l  d a  im agem 

p a r a  co r r es po nd e r  co m  a  á r ea  v i s u a l i z ad a .  E n t r e t an to ,  o  t em po  d e  

aq u i s i ç ão  d e  im agem  f i co u  mui to  a l t o ,  a ca r r e t and o  em  p os s í ve l  

p h o to b l ea ch .  Po r  i s so ,  fo i  u t i l i z ado  o  mo do  d e  aq u i s i ção  p ho t on  

co un t i n g .  

P a r a  r e a l i z a r  a  d eco n vo l u ção  fo i  u t i l i z ad o  o  s o f tw ar e  I ma g eJ .  

P r i me i r o  f o i  d e f i n id o  o  t h r es ho ld i ng  d e  c ad a  can a l  ao  ace r t a r  um 

v a lo r  mí n im o  d e  f lu o r es cên c ia  qu e  co r r e sp on d es s e  ao  d as  e s t ru t u r as  

an a l i s ad as .  A pó s ,  f o i  c a l cu l ado  o  PS F  (d o  i n gl ê s  P oin t  S pr ead  

F u nc t i on ) ,  qu e  é  o  v a l o r  q u e  co r re sp o nd e  ao  po n t o  fo r m ad o r  d a  

i magem  i d ea l .  C om  o  v a l o r  do  PS F ,  f o i  r e a l i z ad a  a  d eco nv o l u ção  



2 3  

 

q u e  r ecu p e ro u  a  f l u o r es cên c ia  d os  p ixe l s  co r r es po nd en te s  an t e s  de  

s o f re r em  ab e r r ação  p e l a  d i f r ação  d a  l en t e  ob j e t iv a .  

 C om  a  i m agem  d eco nv o l u íd a ,  ob t ev e - s e  ma io r  n i t i d ez  p a ra  

d i agno s t i c a r  a  l o ca l i z ação  d a s  m i to côn d r i as  e  l i so s s om os .  C om o o  

M T G  n ão  p e rm an ece  b em  re t i do  n as  m i t ocôn d r i as  apó s  a  f i x ação  

co m  pa r a fo r ma ld e íd o ,  u m  s in a l  d e  b ackg ro un d ,  cu j a  i n t en s i d ad e  de  

f l uo r es cên c i a  s e  eq u i p ar av a  com  a  da s  mi t o cô nd r i as ,  im p ed i u  q ue  

f o s s e  p oss ív e l  o  u so  de  co e f i c i en t es  es t a t í s t i cos .   

 P a r a  av e r i gu a r ,  en t ão ,  a  p r es en ça  co l o ca l i z ad a  d e  

m i to côn d r i as  e  l i so s s om os ,  u t i l i zo u -s e  o  m é to do  d e  co l o ca l i z ação  

b a s ead a  em  o b j e to  p e l a  f e r r am en t a  d e  co l o ca l i z ação  do  s o f tw ar e  

F lu oV i ew .  P r im ei r am en t e  f o i  i n fe r id o  um  n ov o  v a lo r  de  

t h r e sh o ld in g .  E sse  v a l o r  fo i  ob t id o  a t rav és  d o  g r á f i co  da  

i n t en s i d ad e  d e  f lu o r e s cên c ia  d e  um  can a l  po r  e l e  m es mo .  J un t o  ao  

g r á f i co  ap a r ece  a  i magem  do s  can a i s  d a  f lu o r e s cên c i a  e  u m  n ov o  

can a l  qu e  co r r e sp on d e  a  u m a m ás car a  d e  t h r es ho l d i ng .  U m  e ix o  do  

g r á f i co  f i co u  e s t abe l ec i do  como  t end o  i n t en s i dad e  ze r o .   P e l o  o u t ro  

e ix o ,  f o i  en con t rad o  o  v a lo r  d e  t r e sh o l d in g  p a r a  a  e s t r u t u r a  

v i s u a l i z ad a  no  cana l .  Co n fo rm e  o  e ix o  d o  g r á f i co  d e  t h r e sh o ld ing  

s e  m ov eu ,  a  más ca r a  d o  t e r ce i ro  can a l  d e l in eav a  o s  p i xe l s  

co r r es po nd en t es  àqu e l a  i n t en s i d ad e  na  i m agem .  D es s e  m od o ,  f o i  

en con t r ado  o  va lo r  d e  t h r es ho ld ing  ao  se r em  v i s u a l i z ad as  as  

o r gan e l a s  p e l a  másca r a .  

Fo i  en co n t r ad o  p a ra  amb os  o s  c an a i s  o  v a lo r  d o  t h r es ho ld in g .  

E m  um  t e r ce i r o  g r á f i co ,  s em e lh an t e  aos  an t e r io r es ,  p o rém u m cana l  

p e lo  ou t r o ,  f o i  ad i c i on ado  o  v a l o r  do  t h r es ho l d i ng  r e sp ec t iv o  d e  

cad a  can a l .  Um a  n o va  más car a  apa receu  na  im agem  re l a t iv a  aos  

p i xe l s  co l o ca l i z ado s .  Fo r am  ex t r a í do s  ap en as  d es sa  m ásca r a  os  

p i xe l s  co l o ca l i z ados  e  ge r ad a  u m a  i m agem  d o s  can a i s  co lo ca l i z ados  

( f i g ura  4 ) .   

 A s  cé lu l as  d o  g r up o  co n t ro l e  e  as  t r a t ad a s  com  RS V 1 µM 

p r a t i c am en te  n ão  ap r e s en t am  co l o ca l i z ação  en t r e  a s  m i to côn d r i as  e  

l i so s s om os ,  ap r e sen t an do  b as i cam en t e  r u íd o  e  o  re s t an t e  do  

b a ckg ro un d  cu j a  i n t ens i d ad e  d e  f lu o r es cên c i a  f o i  i gu a l  ou  s up e r i o r   
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F i g u r a  4 .  C o l u n a  1  a p r e s e n t a  a s  i m a g e n s  a n t e s  d e  s e r e m  d e c o n v o l u í d a s .  C o l u n a  2 :  

r e s p e c t i v a s  i m a g e n s  a p ó s  d e c o n v o l u ç ã o  e  e x t r a ç ã o  d o  t h r e s h o l d i n g  p a r a  c o -

l o c a l i z a ç ã o .  I m a g e n s  c o m  z o o m  d e  5 x  e  a  e s c a l a  r e p r e s e n t a  5 µ m .  



2 5  

 

ao  v a l o r  de  t h r es ho l d i ng .  N as  cé l u l as  t r a t ad as  com  R SV  1 0  e  50µM 

ap a r ece ram r eg iõ e s  d e  co l oca l i z ação  qu e  i nd i ca r am  a  m i to f ag i a .   

A  co l oca l i z ação  b as ead a  em  ob j e to  fo i  u m a  a l t e rn a t i v a  à  f a l t a  

d e  co e f i c i en t es  e s t a t í s t i co s .  E ss a  au s ên c ia  f o i  d ev i d a  ao  

b a ckg ro un d  d o  MT G  te r  ap r e s en t ado  um  n í ve l  d e  f l u o r es cên c ia  

m ui t o  a l t o  e  p e l a  d i f e r en ça  n a  m or f o l o g i a  d as  o r gan e l as .  Essa  

f e r r am en t a  p e r m i t i u  av a l i a r  a  p r es en ça / au s ên c i a  d e  mi to f ag ia  

v i s u a lm en t e ,  u t i l i zan do  o  mé to do  d e  e s co lh a  do  t h r es ho l d i ng  p a r a  

i so l a r  o s  p i xe l s  co lo ca l i z ad os .  

4 CONCLUSÃO 
 

 A  mi c r os co p i a  conf o ca l  é  um a  t é cn i ca  q u e  po d e  s e r  ap l i c ada  

p a r a  d i v er so s  f i n s  d e  an á l i s e ,  t an to  q u an t i t a t i v os  q u an to  

q u a l i t a t i vo s .  Po d e  co mpl em en t a r  os  r e s u l t ado s  ob t id os  p o r  ou t ros  

m ét od os  d e  es t ud o .    

 M esm o s en do  u m m ét od o  d e  es t ud o  e f i c i en t e ,  a  mi c ro sco p ia  

co n fo ca l  r eq u e r  cu i d ad os  n o  p r epa r o  d a s  amo s t r as  e  n a  aq u i s i ção  

d a s  im agens .   

 A p esa r  d e  e s t a r em  d i s po n í ve i s  so f tw ar e s  de  m el ho r am en t o  de  

i magem ,  o  cu i d ado so  p r ep a r o  d a  am os t r a  e  a  p ad ron iz ação  de  

t é cn i cas  d e  aq u i s i ç ão  d e  i magen s  sem pr e  é  o  i d ea l .  Po r ém ,  a  

u t i l i z ação  d e  s o f twa r es  de  p ro ces s amen to  de  i m agem  é  u m  r ecur so  

e f i c az  p a r a  a  ob t en ção  d e  i n fo rm ações  qu e  s em  os  qua i s  s e r i am 

p e r d id a s  d ev i do  a  e f e i tos  ó t i co s  ou  p r ob l em as  no  p r ep ar o  da  

am os t r a .  

 A t r av és  d as  t é cn i ca s  u t i l i z ad as  d e  aqu i s i ç ão  d e  im agens  p e lo  

m ic r os cóp i o  co n foca l ,  p ro ce ss am en to  e  an á l i s e  d e  imagen s ,  f o i  

p os s í v e l  ava l i a r  a  d i n âmi ca  d as  mi to cô nd r i a s  em  r es po s t a  às  

d i fe r en t es  co n cen t raçõ es  de  r es v er a t r o l .   

 P e l a s  i m agen s  f i co u  ev i d en t e  q u e  o  r e sv e r a t ro l  é  c apaz  de  

m od i f i ca r  a  d in âm ica  d as  m i t ocônd r i a s ,  e sp ec i a l m en t e  qu and o  

u t i l i z ado  n a  co n cen t r ação  d e  5 0µM .   
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