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RESUMO 

O envelhecimento celular resulta da acumulação de múltiplas formas de dano, em 

consequência da ocorrência de alterações em vias de manutenção celular, de que são 

exemplos, as vias envolvidas no metabolismo mitocondrial e na senescência celular. Deste 

modo, admite-se que as alterações biológicas associadas ao envelhecimento estão 

relacionadas com a idade, contudo, estas também podem ser influenciadas por fatores 

exógenos, como os fatores ambientais, sendo que estes podem condicionar variabilidade 

durante o envelhecimento dos indivíduos. Sendo assim, por vezes a idade cronológica 

(tempo passado desde o nascimento de um indivíduo até um dado momento temporal) 

distancia-se da idade biológica (condições dos órgãos, tecidos e células que refletem no 

estado de saúde de um indivíduo), sendo que indivíduos com a mesma idade cronológica, 

podem apresentar diferentes níveis de vulnerabilidade e disfunção no organismo. Por este 

motivo, a determinação da idade biológica pode ser um complemento útil à idade 

cronológica, refletindo com maior exactidão o estado fisológico do indivíduo. No âmbito da 

Medicina Legal, o estabelecimento de biomarcadores moleculares poderão ser úteis como 

marcadores adicionais no estabelecimento da idade dos individuos, auxiliando a 

ultrapassar algumas das limitações dos métodos existentes, sendo que, a deleção 4977 no 

DNA mitocondrial (mtDNA: mitochondrial deoxyribonucleic acid) tem se revelado como 

biomarcador promissor para o estabelecimento de idade.   

O estudo consistiu na análise do potencial da deleção do mtDNA 4977 como 

biomarcador molecular de envelhecimento e risco de desenvolvimento de doenças 

associadas à idade. Assim, neste estudo a deleção mtDNA 4977 foi analisada pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR: Polymerase Chain Reaction), a partir de amostras de 

sangue periférico de indivíduos saudáveis, indivíduos com diagnóstico histopatológico de 

cancro da próstata (CaP) e em indivíduos com diagnóstico de acidente vascular cerebral 

(AVC).  

De acordo com os resultados, observamos uma associação da deleção mtDNA 4977 

com o risco de desenvolvimento de CaP e AVC. Verificamos também, que os indivíduos 

diagnosticados com CaP portadores desta alteração, têm um risco aumentado de 

apresentarem CaP menos agressivo no momento do diagnóstico. Contrariamente, os 

indivíduos diagnosticados com AVC e portadores desta alteração, têm um risco aumentado 

para o subtipo de pior prognóstico. Deste modo, estes resultados demonstram, que a 

deleção mtDNA 4977 poderá ser um potencial biomarcador de risco para o 

desenvolvimento destas doenças associadas ao envelhecimento. Adicionalmente, a 

presença de fatores como os hábitos tabágicos, o IMC e a hipertensão, podem influenciar 
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a ocorrência da deleção mtDNA 4977 e, por conseguinte, a frequência desta alteração não 

apresentar uma correlação com o estabelecimento da idade cronológica dos indivíduos. 

Assim, admitimos que a ocorrência da deleção mtDNA 4977 reflectirá melhor o estado do 

envelhecimento celular e deste modo permitirá uma estimativa de idade biológica.  

Em conclusão, o presente estudo evidenciou a aplicabilidade da análise da deleção 

mtDNA 4977 no sangue periférico como uma útil estratégia para a determinação da idade 

biológica individual e como biomarcador de risco para o desenvolvimento de doenças 

associadas ao envelhecimento. 
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ABSTRACT 

The cellular ageing results from the accumulation of multiple forms of damage, caused 

by several changes in cell maintenance pathways, such as mitochondrial metabolism and 

cell senescence.pathways. Even though it is accepted that the biological changes 

associated with ageing are related to age, the ageing process is also influenced by 

exogenous factors, such as environmental factors, that may be responsible by the 

interindividual variability. The chronological age (the time that has passed since the birth) 

differs from the biological age (conditions of organs, tissues and cells that reflect an 

individual's health state). Since individuals with the same chronological age, may present 

cellular differences and, consequently, different biological age. Thus, the biological age may 

be a useful approach associated with the chronological age, allowing an accurate analysis 

of the individua physiological state. In Legal Medicine, the establishment of molecular 

biomarkers that could be used in addition to the current age markers, can overcome several 

limitations, being the mitochondrial deoxyribonucleic acid (mtDNA) deletion 4977 a 

promising biomarker. 

The present study analyzed the mtDNA 4977 deletion as a molecular biomarker of 

ageing and age-related diseases development. Thus, using a PCR technique, we analyzed 

these molecular alteration in peripheral blood samples from healthy individuals, individuals 

with histopathological diagnosis of prostate cancer (CaP) and individuals diagnosed with 

stroke. 

According to the results, we observed an association between the mtDNA 4977 

deletion with the risk of CaP and stroke development. Moreover, CaP patients with the 

mtDNA 4977 deletion presented a higher risk of being diagnosed with a less aggressive 

disease phenotype. On the other hand, the occurrence of the mtDNA 4977 deletion is 

associated with type of stroke with worse prognosis. Thus, these results demonstrate that 

the mtDNA 4977 deletion may be a potential risk biomarker of these ageing-related 

diseases. Additionally, smoking habits, BMI and hypertension may influence the occurrence 

of the mtDNA 4977 deletion. As so, the occurrence of mtDNA 4977 does not seem to be 

correlated with the chronological age, suggesting that the occurrence of the mtDNA 4977 

deletion may reflect the biological health state. 

In conclusion, the present study highlights the potential of peripheral blood mtDNA 

4977 deletion analysis as a useful strategy in biological age determination and as a 

molecular biomarker of age-related diseases development. 
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1. INTRODUÇÃO 

 1.1. Deleções no DNA mitocondrial como biomarcadores moleculares de 

envelhecimento 

O envelhecimento resulta da acumulação de múltiplas formas de dano e patologias 

em diferentes tecidos, em consequência da ocorrência de alterações em vias de 

manutenção celular tais como a atividade metabólica mitocondrial, a senescência celular e 

o encurtamento dos telómeros (1). O processo de envelhecimento varia de indivíduo para 

indivíduo e pode ser influenciado por fatores genéticos ou ambientais, de que são 

exemplos, a dieta alimentar, o stress crónico, o sedentarismo e o tabagismo (2, 3).  

O envelhecimento pode ser um processo multifactorial e apresentar variações de 

indivíduo para indivíduo, surgindo a necessidade de se distinguir os conceitos de idade 

biológica e idade cronológica. A idade cronológica corresponde ao tempo real, 

normalmente medido em anos, que passou desde o nascimento de um indivíduo até um 

dado momento temporal (4). Em contrapartida, a idade biológica é um conceito mais 

subjectivo, caracterizando-se pelas condições das células, tecidos e órgãos de cada 

indivíduo, refletindo no seu verdadeiro estado fisiológico (5). Sendo assim, a idade 

biológica pode ser diferente em indivíduos com a mesma idade cronológica (6).  

No âmbito das Ciências Forenses, a determinação da idade biológica pode ter várias 

utilidades, nomeadamente na avaliação do dano corporal, como por exemplo em situações 

de profissões de risco, em que existe exposição a fatores externos que podem causar 

patologias associadas (7). Já a estimativa da idade cronológica de um indivíduo é também 

um dos importantes parâmetros utilizados na determinação de um perfil individual (8). A 

identificação de cadáveres através do estabelecimento de parâmetros como o sexo, a 

idade, a estatura e características individuais é por vezes mais limitado em situações de 

grandes catástrofes, casos em que os restos cadavéricos estiveram expostos a fatores 

externos ou em contextos de acidentes com desfiguração do cadáver. Nestas situações, 

os esqueletos podem estar incompletos, degradados e terem sofrido grandes agressões e, 

por isso, pode ser necessário a determinação da idade do cadáver (9). Para além disso, a 

identificação também pode ser necessária em casos de desaparecimentos, suspeitas de 

documentos de identificação falsos, em investigações de filiação realizadas pelos Serviços 

de Estrangeiros e Fronteiras (SEF) quando há suspeitas de tráfico de menores e/ou 

qualquer situação em que há dúvidas sobre a identidade do sujeito (10, 11).  
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Atualmente, a estimativa da idade cronológica é realizada essencialmente através da 

análise de alterações que ocorrem de forma natural ao longo do tempo, recorrendo-se 

sobretudo à análise de ossos e dentes, existindo diversos métodos descritos que são 

aplicados para este fim na Medicina Legal (12, 13). Contudo, a idade cronológica pode ser 

estimada com maior exatidão em crianças até aos 16 anos de idade através de métodos 

que analisam alterações anatómicas relacionadas com o desenvolvimento, tais como a 

análise das dimensões dos ossos, erupção e mineralização dentária, fusão epifisária e 

análise de centros de ossificação (Figura 1) (14-17).  

 

Figura 1 - Figura representativa da maturação esquelética durante a infância em várias 

idades. A1) 1- 5 anos de idade, A2) 2- 7 anos, A3) 3- 9 anos, A4) 4- 11 anos, A5) 5-13 anos, 

A6) 6-15 anos; e B) Estadios de formação dos dentes (molares) de Demirjian. Adaptado de 

Demirjian et al (1973) e  Creo et al (2017) (18, 19). 



            INTRODUÇÃO 

Deleção 4977 pb do DNA mitocondrial como biomarcador molecular de doenças associadas à idade 

27 

Nos adultos, os métodos de determinação de idade cronológica são pouco precisos 

e estão direccionados essencialmente para as estruturas ósseas e dentes como a sínfise 

púbica, análise das costelas, dentes e histologia óssea (20-23). Contudo, fatores como 

hábitos tabágicos, bruxismo, má higiene bucal, osteoporose e maturação precoce dos 

ossos podem aumentar as margens de erro nos valores das medições e 

consequentemente afetar a determinação da idade (24). As limitações destes métodos são 

variadas, abrangendo pontos desde a falta de registos dentários prévios, o que dificulta a 

comparação da arcada dentária de um cadáver, até aos diferentes níveis de maturação 

esquelética em indivíduos com a mesma idade cronológica (24). Considerando que os 

métodos de determinação de idade cronológica são pouco precisos, com erros de medição 

que podem ir até aproximadamente 11 anos, é essencial complementá-los. Deste modo é 

necessário o estabelecimento de novos biomarcadores moleculares de idade de forma a 

ultrapassar as limitações que se verificam na aplicação dos presentes métodos na 

Medicina Legal (9, 25).  

Os biomarcadores são caracterizados pela Food and Drug Administration como 

sendo indicadores de processos biológicos, tanto normais quanto patogénicos e de 

respostas a uma determinada intervenção terapêutica ou exposição, que podem ser 

avaliadas em fluidos corporais (26). Um biomarcador ideal, deve ser sensível e específico 

ao parâmetro de interesse, ser possível de ser analisado através de procedimentos 

minimamente invasivos e métodos de quantificação de baixo custo (27, 28). Na tentativa 

de se determinarem novos biomarcadores de idade, existem estudos no âmbito da 

investigação forense que se baseiam em alterações bioquímicas que ocorrem nos tecidos 

e órgãos durante o processo natural do envelhecimento, com o objetivo de definir novos 

biomarcadores mais sensíveis e específicos (9). Existem vários métodos químicos para 

estimativa de idade como por exemplo: a acumulação de chumbo nos ossos, a 

racemização de ácido aspártico, a análise da composição química dos dentes, as ligações 

cruzadas de colagénio e glicolisação de proteínas (9). No âmbito da biologia molecular, 

métodos como a avaliação do encurtamento dos telómeros, rearranjos circulares de 

excisão de receptores de células T simples e alterações no ácido desoxirribonucleico (DNA: 

deoxyribonucleic acid) mitocondrial (mtDNA), nomeadamente deleções e mutações 

pontuais, apresentam também potencial de serem usados como biomarcadores úteis para 

a estimativa de idade (25, 29-34).  
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 1.2. Mitocôndria: DNA, função e dinâmica 

As mitocôndrias são organelos citoplasmáticos, cuja principal função é a produção de 

energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP:Adenosine Triphosphate) (35, 36). As 

mitocôndrias possuem uma membrana externa permeável que delimita o organelo (OMM: 

Outer Mitochondrial Membrane) e possui poros ao redor do espaço intermembranar (37). 

Para além disso a mitocôndria possui também uma membrana interna mais impermeável 

(IMM:Inner Mitochondrial Membrane) que separa o espaço intermembranar da matriz 

mitocondrial, apresentando esta um elevado conteúdo proteico. Na IMM formam-se 

invaginações denominadas cristas mitocondriais, onde ocorre a fosforilação oxidativa (38). 

A estrutura das mitocôndrias é crucial para a sua dinâmica e função bioenergética (39).  

No interior das mitocôndrias ocorre a respiração celular, um processo a qual resulta 

numa produção de energia sob a forma de ATP. Este processo metabólico de produção de 

energia pode ser anaeróbio, em situações de hipóxia, ou aeróbio, nas situações em que 

as células têm acesso ao oxigénio (39). Inicialmente, a molécula de glicose é convertida 

em piruvato no citosol da célula - glicólise (40). O piruvato atravessa as membranas 

mitocondriais e é convertido em acetilcoenzima A (acetil-CoA). Estes, por sua vez, entra 

no ciclo do ácido tricarboxílico, resultando na formação de dióxido de carbono (CO2: Carbon 

dioxide), moléculas de nicotinamida adenina di-nucleotido-hidrogénio (NADH: Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide Hydrogen) e di-nucleótido de flavina adenina (FADH2: Flavin adenine 

dinucleotide). As moléculas de NADH e FADH2 migram para as cristas mitocondriais onde 

irão ceder electrões aos complexos proteicos existentes na IMM, havendo produção de 

água a partir do oxigénio (O2) e uma elevada quantidade de moléculas de ATP (Figura 2) 

(41, 42). Em situações de hipóxia, as células recorrem apenas à glicólise para obter 

energia, sendo que nestes casos ocorre um excesso de produção de ácido láctico no 

citosol (43-45).  
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Figura 2 - A) Representação esquemática da estrutura das mitocôndrias. B) 

Representação dos diferentes processos ocorridos durante a fosforilação oxidativa. O ciclo 

de Krebs fornece várias moléculas de NADH ao complexo I da fosforilação oxidativa. Antes 

de passar pelo complexo III, os eletrões passam pela ubiquinona para transformar em 

ubiquinol, seguido de quinol. Depois de o quinol passar pelo complexo III, este é transferido 

para o citocromo C e complexo IV seguidamente. No complexo IV, a doação de um protão 

H+ ao oxigénio leva à formação de uma molécula de água. O complexo V utiliza a força 

eletromotriz criada pelos complexos III e IV para transformar adenosina difosfato (ADP: 

Adenosine Diphosphate) + fosfato (Pi: Phosphate) em ATP. 

Como sub-produto da fosforilação oxidativa ocorre a formação de espécies reativas 

de oxigénio (ROS: Reactive Oxygen Species) (46). As ROS são moléculas altamente 

reativas que se comportam como agentes oxidantes e podem causar danos ao retirar 

eletrões de diversas moléculas como o DNA, aminoácidos, ácidos gordos e outras 

moléculas (47). A produção de ROS pode ocorrer por causas endógenas ou exógenas, 

sendo que, deste ultimo são exemplos a exposição à radiação UV (ultravioleta), radiação 

ionizante, tabaco, poluentes atmosféricos e produtos químicos tóxicos (48, 49). A produção 

de ROS pode causar danos oxidativos e consequentemente levar à inativação de proteínas 

e a danos nas membranas biológicas (50-52). 

A 

B 
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Sempre que ocorrem danos nas mitocôndrias por ação de ROS, estas sofrem o 

processo de fissão. Durante este processo as mitocôndrias inalteradas separam-se das 

que possuem alterações no mtDNA através da proteína relacionada à dinamina 1 (Drp1: 

Dynamin related protein 1), envolvendo a mitocôndria e formando uma espécie de anel 

(39). Após a fissão, os autofagossomas reconhecem as mitocôndrias danificadas e 

fundem-se com os lisossomas para formar os autolisossomas, onde a degradação das 

mitocôndrias é finalizada, sendo este processo denominado por mitofagia (Figura 3) (53-

56). Em contrapartida, quando há a necessidade de aumentar o seu rendimento energético, 

as mitocôndrias sofrem o processo de fusão em que duas mitocôndrias despolarizadas 

unem o seu conteúdo (Figura 3) (53).  

Figura 3 - Representação esquemática da dinâmica entre a fissão, fusão e mitofagia. Adaptado 
de Wu Q et al (2017) (39). 

A dinâmica entre estes três processos (fusão, fissão e mitofagia) é de extrema 

importância para a eliminação de mitocôndrias danificadas (55). Sendo assim, um 

comprometimento da mitofagia ou da dinâmica de fissão e fusão mitocondrial, pode 

provocar uma acumulação de danos nestes organelos e, consequentemente, levar a uma 

disfunção na cadeia respiratória (39). Em tecidos como o cérebro, coração e músculos, 

que consomem muita energia e possuem uma elevada quantidade de mitocôndrias, a 

acumulação de mitocôndrias danificadas pode levar ao desenvolvimento de várias doenças 

como a hipertrofia cardíaca, esclerose amiotrófica lateral e doenças neurodegenerativas 

como as doenças de Parkinson, Alzheimer e Huntington (57, 58). Para além destas 

doenças, existem outras patologias hereditárias de origem materna, que estão 
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relacionadas com alterações no mtDNA. Admite-se que o material genético mitocondrial é 

transmitido à descendência essencialmente por linhagem materna e aparentemente não 

sofre recombinação (59-66). Sendo assim, alterações no mtDNA materno podem levar a 

doenças mitocôndriais, tais como: o síndrome de Leigh, síndrome de Pearson, neuropatia 

ótica hereditária de Leber e síndrome de Kearns-Sayre (62-66).  

O mtDNA é circular e por isso menos suscetível à ação de exonucleases, enzimas 

capazes de fragmentar o DNA, esta característica torna a análise desta molécula uma 

ferramenta útil em amostras biológicas que sofreram degradação (36). Esta molécula é 

formada por aproximadamente 16,5 kilobases e contém genes que codificam para ácidos 

ribonucleicos (RNA: Ribonucleic acid) ribossomais (rRNA: ribosomal RNA), o 12S e o 16S, 

RNAs de transferência (tRNA: transfer RNA), moléculas que transferem aminoácidos 

durante a síntese de proteínas, e genes que codificam proteínas importantes para a 

fosforilação oxidativa (Figura 4) (67, 68). O mtDNA está protegido por uma dupla 

membrana mitocondrial, mantendo-se intacto em diferentes condições de temperatura e 

humidade (69). Esta molécula possui duas cadeias, uma denominada por cadeia pesada 

que é rica em purinas, e outra denominada por cadeia leve que é rica em pirimidinas (70). 

A replicação ocorre bidireccionalmente, iniciando-se em tempos diferentes e em dois 

pontos de origem espaciais, para a cadeia pesada (OH:heavy-strand) e leve (OL: 

lightstrand) respetivamente (71).  

 

Figura 4 - Figura representativa do DNA mitocondrial e da respetiva localização 

dos diferentes genes codificados por esta molécula. 
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Uma célula pode conter centenas de mitocôndrias (o número varia consoante a 

necessidade energética do tecido) e uma mitocôndria normalmente contém cerca de 2 a 7 

moléculas de mtDNA (72). Se ocorrerem alterações no mtDNA, podem coexistir cópias 

normais e alteradas numa mesma célula, fenómeno conhecido por heteroplasmia do 

mtDNA (73). Os níveis de heteroplasmia variam consoante a replicação do mtDNA que 

ocorre de forma aleatória e independente do ciclo celular, dependendo apenas do status 

energético da célula (74). O tipo de alteração e a percentagem de heteroplasmia 

predominantemente determinam a gravidade das doenças associadas a alterações do 

mtDNA (75).  

Num contexto forense, a heteroplasmia do mtDNA refere-se à existência de dois 

haplótipos diferentes que podem estar localizados apenas num único tecido ou em todo o 

corpo (76). A heteroplasmia pode estar relacionada com uma diferença no comprimento da 

molécula de mtDNA ou com a posição de um nucleótido (77). A existência de heteroplasmia 

de comprimento num indivíduo, impede a utilização do seu mtDNA para fins de 

identificação, devido à possibilidade de ocorrer mudanças consideráveis entre gerações 

(77). Em contrapartida, a existência de alterações num único nucleótido do mtDNA que 

seja compartilhado entre parentes maternos, pode auxiliar na identificação de famílias 

inteiras, como foi o caso da identificação genética da família Romanov. Os seus restos 

mortais foram degradados por diversos componentes químicos. Contudo, uma vez que o 

mtDNA não sofre recombinação e é resistente à degradação, foi possível identificar todos 

os elementos da família Romanov através da comparação do mtDNA de uma única 

descendente viva (78).  

Apesar do mtDNA estar protegido por uma dupla camada fosfolipídica e isto lhe 

conferir proteção a fatores externos, há uma grande exposição a radicais livres induzindo 

vários danos nesta molécula (79). O principal mecanismo de reparação de danos no 

mtDNA é realizado por excisão de bases (BER: Base Excision Repair) (67). O BER inicia-

se com um reconhecimento destes danos, seguido de um processamento realizado por 

enzimas que removem a alteração e repõem a integridade da sequência danificada (80). 

No entanto, falhas neste mecanismo de reparação podem levar a um aumento na 

ocorrência de alterações a nível do mtDNA e a um comprometimento metabólico (81).  
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 1.3. Deleções no DNA mitocondrial e o processo de envelhecimento 

De acordo com a “teoria do envelhecimento” desenvolvida por Harman, a produção 

de ROS aumenta gradualmente com a idade e influência a senescência celular (82). 

Mesmo em condições fisiológicas normais, pode ocorrer um “estado crónico de stress 

oxidativo” nas células de organismos aeróbios devido a um desequilíbrio entre pró-

oxidantes e antioxidantes (83). Este desequilíbrio causa vários danos em diferentes 

macromoléculas e compromete a eficiência funcional de vários processos celulares, sendo 

este mais acentuado durante o envelhecimento (84). De acordo com a “teoria mitocondrial”, 

as ROS produzidas nas mitocôndrias podem induzir danos nas proteínas, fosfolípidos e 

ácidos nucleicos comprometendo desta forma a cadeia respiratória (82). No entanto, este 

comprometimento da cadeia respiratória pode por feedback positivo aumentar a 

concentração de ROS e a ocorrência de alterações heteroplasmáticas no mtDNA (85). 

Deste modo, o aumento de ROS nas células pode resultar no envelhecimento e no 

desenvolvimento de várias doenças tais como: diabetes, doenças cardiovasculares e 

cancro (8, 86-94). Estas alterações associadas à idade são acumuladas em tecidos com 

baixas taxas de proliferação celular, tornando-os energeticamente comprometidos (8). 

Para além disso, também podem ocorrer alterações nos mecanismos homeostáticos 

mitocondriais associados com a ativação de vias de sinalização relacionadas com a 

senescência celular, contribuindo para o processo do envelhecimento (95). 

Em diversos estudos, tanto em humanos como em modelos animais, verificou-se a 

ocorrência de alterações no mtDNA tais como: deleções, duplicações e mutações pontuais 

em diferentes tipos de tecidos (30, 96, 97). As deleções são alterações que se caracterizam 

pela perda de um ou mais nucleótidos de um fragmento de DNA, sendo que atualmente 

são conhecidas mais de 263 deleções no mtDNA (98). Estas alterações no mtDNA são 

facilmente detetadas em tecidos com alto consumo energético e pouca proliferação celular, 

acumulando-se ao longo do tempo e sendo, por isso, um potencial biomarcador molecular 

de idade biológica, com possíveis aplicações em Medicina Legal (8, 82, 86-93).  
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Os mecanismos de ocorrência das deleções não são inteiramente compreendidos. 

Algumas evidência sugerem que as deleções do mtDNA ocorrem devido a quebras na 

cadeia dupla e falhas nos mecanismos de reparação (99). No entanto, os erros de 

replicação do mtDNA são considerados a principal causa da ocorrência das deleções (100-

102). Estas deleções ocorrem essencialmente entre repetições perfeitas (62%) (deleções 

de classe I), que consiste em duas ou mais repetições de uma sequência específica. Por 

sua vez, as deleções de classe II correspondem a 12% das deleções mitocondriais e 

caracterizam-se pelo flanqueamento de repetições imperfeitas, que são sequências 

repetidas porém não exatamente iguais. Adicionalmente, cerca de 20% das deleções são 

de classe III, caracterizadas por não serem flanqueadas por nenhuma sequência de 

repetição, sendo que, a restante percentagem de ocorrência das deleções ocorrem por 

causas desconhecidas (103).  

Entre as deleções no mtDNA, a mais comummente associada quer a doenças 

mitocondriais como a doenças relacionadas com o processo natural do envelhecimento é 

a deleção de 4977 pares de bases no mtDNA (mtDNA 4977) (79, 104). Esta deleção foi 

primeiramente descrita num estudo sobre a síndrome de Kearns-Sayre (75, 80, 102-106). 

Esta deleção ocorre numa zona do mtDNA mais suscetível a alterações, uma vez que está 

localizada entre sequências repetitivas que favorecem a ocorrência de inserções e 

deleções por deslizamento das cadeias durante a replicação do DNA (105). A deleção 

mtDNA 4977 é classificada como uma deleção de classe I, por ocorrer entre duas 

repetições com 13 pb (ACCTCCCTCACCA), entre as posições 8470-8482, [ subunidade 8 

do gene mitocondrial ATP sintase (ATP8: subunit 8 of Mitochondrial Gene ATP Synthase ) 

] e 13447-13459, [gene codificante da subunidade 5 da NADH ubiquinona oxidoredutase 

(ND5: NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit 5)] localizadas no arco maior do genoma 

mitocondrial (Figura 5) (103, 106). Esta deleção tem como consequência a perda de genes 

importantes para a fosforilação oxidativa: genes que codificam para quatro subunidades do 

complexo I (enzima NADH desidrogenase), um do complexo IV (enzima citocromo C 

oxidase), dois do complexo V (subunidades 6 e 8 da ATP sintetase) e cinco tRNAs (Figura 

5) (107).  
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Figura 5 - A) Representação esquemática do processo de replicação do mtDNA. Quando 

há uma maior necessidade energética por parte da célula, ocorre a replicação do mtDNA 

para que haja um aumento do rendimento energético da mitocôndria. A replicação inicia-se 

na OH e OL. Numa mesma mitocôndria, pode haver cópias de mtDNA normais e alteradas 

(∆mtDNA). B) Representação da deleção mtDNA 4977. Entre as posições 8482pb e 

13459pb, correspondentes aos genes ATP8 e ND5 existem duas repetições iguais de 13pb 

onde ocorre a deleção comum. Adaptado de Nadee N. et al (2019) (99). 
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Vários estudos realizados em diferentes tecidos e órgãos, incluindo a pele, olhos, 

cérebro, coração, músculo esquelético e diferentes tecidos tumorais, demonstram que a 

acumulação da deleção mtDNA 4977 é proporcional ao aumento do stress oxidativo por 

excesso de formação de ROS (Tabela 1) (108). 

Tabela 1 - Doenças associadas à deleção mtDNA 4977. 

Cancros Referências Outras doenças Referências 

Cancro Colorretal (109, 110) Síndrome de Kearns-Sayre (107) 

Cancro da Mama (111, 112) Aterosclerose Coronária (113, 114) 

Melanoma (115, 116) 
Doenças de Pele 

(Fotoenvelhecimento) 
(117-119) 

Carcinoma        
Hepatocelular 

(120-122) Infertilidade (123, 124) 

Carcinoma Gástrico (108, 125) Doença de Huntington (126) 

Cancro do Esófago (127, 128) Patologia Coclear (129) 

Cancro Oral (130) Doença de Alzheimer (131) 

Cancro do Pulmão (132) Síndrome de Pearson (133) 

Tumor de Warthin 
(glândulas salivares) 

(134) Doença Testicular Primária (135) 

Cancro do Colo do 
Útero 

(136) Oftalmoplegia Externa Progressiva (137) 

Cancro da Próstata (138) Degeneração Neuromuscular (139) 

  Doença Arterial Periférica Unilateral (140-142) 

  Astenia Severa (143) 

  Cirrose (143) 

  Morte Súbita No Adulto (144) 

  Doença Arterial Coronária (145) 

  Anemia Regenerativa em Lactantes (146) 

 

No âmbito da Medicina Legal, os estudos de Meissner e colaboradores permitiram 

estimar a idade cronológica de indivíduos através do estudo da frequência da deleção 

mtDNA 4977 no músculo esquelético, coração e diferentes áreas do cérebro (34, 147, 148). 

Contudo, os resultados dos estudos da deleção mtDNA 4977 associados à idade no 
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sangue são controversos ou inconclusivos (149, 150). Uma vez que o mtDNA pode ser 

detetado no sangue periférico e este pode ser obtido de uma forma minimamente invasiva, 

o uso deste tipo de amostra para a avaliação da presença da deleção mtDNA 4977, poderá 

ser uma mais valia em Medicina Legal (149). Para além disso, o sangue é um tecido com 

uma elevada taxa de alterações somáticas no mtDNA e a medição destas taxas pode ser 

realizada com recurso a apenas 1 picograma (pg) de DNA genómico (151, 152). Deste 

modo são necessários mais estudos da deleção mtDNA 4977 no sangue com o objetivo de 

melhor compreender a associação desta deleção com a idade e explorar o seu potencial 

como biomarcador de idade de uma forma minimamente invasiva (148).  

 1.4. Doenças associadas à idade  

As doenças relacionadas com a idade ocorrem por consequência do processo do 

envelhecimento, sendo que a idade é um fator de risco significativo para estas doenças (1, 

153). As doenças associadas à idade mais prevalentes no países desenvolvidos são as 

doenças cardiovasculares e o cancro (1). Ambas as doenças, são patologias que 

normalmente são acompanhadas por comorbilidades, havendo uma necessidade de apoio 

de um cuidador, serviços ao domicílio e recurso a tecnologias assistivas, que ajudam a 

suprir as necessidades de cuidados dos doentes (154). Para além disso, as comorbilidades 

causadas por estas patologias, podem levar a uma incapacidade para o trabalho e à 

necessidade de ajuda financeira por parte do estado (155). Estes fatores em conjunto, têm 

uma consideravel importância para a saúde publica, visto que abrangem uma elevada 

quantidade de indivíduos. Para além disso, estas doenças têm um impacto na economia, 

pois, por vezes, as incapacidades associadas a estas patologias estão associadas à 

diversos gastos que são financiados pelo governo (154). Deste modo, determinar novos 

biomarcadores moleculares preditivos de doenças associadas à idade, poderia auxiliar 

numa deteção precoce destas doenças e, consequentemente, na diminuição das 

consequências mais graves destas patologias. Assim, tanto o doente como a economia do 

país teriam mais benefícidos.   

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, o cancro é uma doença que se 

caracteriza pelo crescimento de células alteradas, além dos limites habituais, que adquirem 

a capacidade de invadir tecidos adjacentes e/ou se disseminar para outros órgãos à 

distância (153). Esta doença foi a responsável por 9,6 milhões de mortes em 2018 e estima-

se que o número de mortes ultrapasse os 20 milhões em 2025 (153, 156). O aumento do 

número de casos está essencialmente associado à exposição a vários fatores de risco que 
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promovem a carcinogénese, tais como: excesso de exposição a radiação UV, consumo de 

álcool, tabaco e maus hábitos alimentares (157).  

O cancro é uma doença heterogénea com diferentes etiologias, padrões de evolução 

e tratamento. Existem vários fatores, internos e/ou externos, que induzem alterações no 

DNA, interferindo com diferentes vias de sinalização relacionadas com vários processos 

celulares, tais como: a morte celular programada, a diferenciação, a migração e a 

proliferação celular, contribuindo desta forma, para o desenvolvimento do cancro (75, 158). 

Devido à relação das mitocôndrias com processos como a senescência, metabolismo e 

apoptose celular, vários estudos sobre alterações no mtDNA têm sido realizados em 

doentes com cancro com o objetivo de determinar potenciais biomarcadores moleculares 

de risco para esta doença (138).  

As células cancerígenas têm uma maior taxa de proliferação e, por isso, consomem 

mais energia em forma de ATP (159). Para além disso, durante a carcinogénese, ocorrem 

diversas alterações a nível celular, tais como: na autofagia, no metabolismo da glicose, 

lípidos, aminoácidos e um aumento da produção de ROS (158, 160). Sendo assim, devido 

ao rearranjo metabólico ocorrido nas células cancerígenas, o consumo de glicose é 

alterado (161). 

 Numa célula normal, existe a preferência pela fosforilação oxidativa como forma de 

obtenção de energia, uma vez que, durante a fosforilação oxidativa são formadas trinta e 

seis moléculas de ATP (162). Deste modo, seria mais rentável para a célula tumoral optar 

pela fosforilação oxidativa como forma de obtenção de energia, optando as células normais 

pela glicólise apenas em situações de hipóxia (163). Contrariamente ao que se esperaria, 

segundo Warburg, existe uma preferência pela realização da glicólise em comparação com 

a fosforilação oxidativa por parte das células cancerígenas, mesmo em condições normais 

de oxigénio (Figura 6) (164). Este mecanismo de reprogramação metabólica, denominado 

por “Efeito de Warburg”, resulta numa produção elevada de ácido lático e gera questões à 

comunidade científica sobre as vantagens seletivas que este rearranjo proporciona às 

células cancerígenas, sendo que este rearranjo se verifica na maioria dos cancros (162, 

164). Na tentativa de explicar este efeito, Warburg propôs que o rearranjo metabólico que 

as células tumorais sofrem, ocorra devido a uma disfunção mitocondrial que as leva à 

realização da glicólise no lugar da fosforilação oxidativa. Contudo, outra teoria afirma que 

o efeito Warburg pode fornecer uma vantagem seletiva nos microambientes hipóxicos e 

ácidos frequentemente característicos dos tumores sólidos sendo, deste modo, vantajoso 

para as células cancerígenas estarem adaptadas a uma sobrevivência nestes ambientes, 

de forma a manter e proliferar o tumor (165).  
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Figura 6 - Efeito Warburg. Diferenças entre a fosforilação oxidativa, glicólise anaeróbia e 

glicólise aeróbia. Adaptado de Heiden et al, (2009) (166). 

O cancro da próstata (CaP) é atualmente o segundo cancro mais incidente na 

população masculina (153). De acordo com o International Agency for Research on Cancer, 

aproximadamente 1,3 milhões de homens foram diagnosticados com CaP em 2018, o que 

corresponde a 29,3% dos cancros diagnosticados em homens em todo o mundo (Figura 7) 

(153).  
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Figura 7 - Taxas padronizadas de incidência de CaP por idade no mundo em 2018. Adaptado de 

GLOBOCAN (2018) (153). 

Em Portugal, segundo dados recentes da GLOBOCAN, a incidência de CaP no ano 

passado foi de 6 609 novos casos de CaP, com cerca de 1900 mortes, o que representa 

3,5% do total de mortes em Portugal (153). O CaP tem uma incidência de um a cada três 

homens, para indivíduos com idades compreendidas entre os 60-69 anos e de 46% em 

homens com mais de 70 anos, sendo que o número de mortes por CaP nesta faixa etária 

tem diminuído nos últimos anos (167). Esta diminuição deve-se sobretudo ao aumento da 

deteção precoce de CaP desde a implementação do uso generalizado do teste de 

doseamento do antigénio específico da próstata (PSA: Prostate-Specific Antigen) (168, 

169). Contudo, o teste PSA apresenta uma reduzida especificidade, o que pode levar a um 

sobrediagnóstico de CaP se não for acompanhado por métodos auxiliares. Deste modo, é 

necessário que o teste PSA seja acompanhado por outros métodos adicionais para o 

correcto diagnóstico de CaP (170). Tendo em conta o rearranjo metabólico que ocorre nas 

células cancerígenas e o contributo das mitocôndrias em processos como a apoptose e 

senescência celular, o mtDNA torna-se um interessante alvo no estudo de CaP, com a 

finalidade de se determinarem novos biomarcadores moleculares uteis na avaliação do 

risco de desenvolvimento desta doença (138).  

O acidente vascular cerebral (AVC) é um problema de saúde pública, que 

corresponde a uma das principais causas de morte no mundo (171, 172). Por sua vez, em 

Portugal, esta doença corresponde à principal causa de morte e incapacidades (171, 173). 

O AVC resulta da morte de células cerebrais devido à falta de oxigénio, causada por um 

bloqueio de uma artéria (AVC isquémico) ou devido ao rompimento de um vaso sanguíneo 
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(AVC hemorrágico), causando lesões nas células cerebrais (174). A patogénese da doença 

relaciona-se essencialmente com a hipertensão arterial e com a formação/rutura de placas 

ateroscleróticas (175). A aterosclerose é uma doença que se caracteriza pela acumulação 

de lipoproteínas e por um extenso processo inflamatório na parede das artérias cerebrais 

que resulta num estreitamento progressivo dos grandes vasos (Figura 8) (176). Estudos 

sugerem que alterações no mtDNA estão intimamente relacionados com a patogénese da 

aterosclerose, bem como com a severidade das lesões (177-181). Ballinger e 

colaboradores demonstraram, que nas aortas ateroscleróticas, existe uma maior 

percentagem de alterações no mtDNA comparando com as aortas saudáveis (79). Esta 

percentagem deve-se ao stress oxidativo impulsionado pelo processo inflamatório a que 

as células estão sujeitas durante a patogénese da aterosclerose provocando, deste modo, 

um feedback positivo entre a inflamação, stress oxidativo e alterações no mtDNA (182-

184). 

 

Figura 8- Implicações do aumento da concentração de ROS nas células. As ROS 

podem causar alterações no DNA nuclear e mitocondrial e consequentemente levar a 

um défice metabólico nas células. Um aumento de ROS pode provocar um estado 

crónico de stress oxidativo às células e induzir a senescência celular. De um modo 

geral, as ROS contribuem para o processo normal do envelhecimento e doenças 

associadas, como por exemplo a aterosclerose, que é um fator de risco para ocorrência 

de um AVC. 
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De facto, já existem estudos que tentam relacionar a deleção mtDNA 4977 com estas 

doenças associadas ao envelhecimento supremencionadas (138, 185). Yu e Yan , para 

estudar a relação da deleção mtDNA 4977 com o CaP, utilizou amostras provenientes de 

biópsias da próstata de doentes com CaP e amostras de indivíduos com hiperplasia 

prostática benigna (controlo). Os resultados demonstraram que existe uma maior 

frequência de deteção desta deleção em indivíduos com CaP comparado com indivíduos 

com hiperplasia prostática benigna. Os graus de Gleason dos indivíduos com CaP foram 

significativamente maiores naqueles que tiveram a deleção, comparado com os indivíduos 

sem a deleção. Tendo em conta estes resultados, os autores sugerem que a detecção da 

deleção mtDNA 4977 pode ser um preditor de grau maligno para CaP (138). Contudo, não 

existem estudos da deleção mtDNA 4977 relacionados com CaP no sangue. Deste modo, 

é necessário a realização de estudos desta deleção no tecido sanguíneo de forma a 

compreender se os resultados de Yu e Yan  se verificam em outros tecidos. Para além do 

CaP, existe um estudo da deleção mtDNA 4977 no AVC (185). Huang e colaboradores, 

estudaram esta alteração do mtDNA no sangue de doentes que tiveram AVC isquémico, 

sendo que, os resultados não permitiram encontrar nenhuma associação da deleção 

mtDNA 4977 com o risco ou gravidade de AVC isquémico. Contudo, neste estudo foram 

utilizados apenas 191 doentes e 74 indivíduos saudáveis. Desta forma, os autores 

sugeriram a realização de um novo estudo da deleção mtDNA 4977, que incluísse um maior 

número de doentes, para uma melhor representação da população em estudo (185). Deste 

modo, torna-se importante o estudo desta deleção no sangue, uma vez que é uma forma 

menos invasiva e mais simples de se obter amostras de mtDNA, permitindo relacionar a 

deleção mtDNA 4977 com estas doenças como também determinar novos biomarcadores 

moleculares preditivos de doenças associadas ao envelhecimento. 
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2. OBJETIVOS 

 2.1. Objetivo principal 

  Estudo da deleção mtDNA 4977 como potencial biomarcador molecular de 

envelhecimento e risco de desenvolvimento de doenças associadas à idade. 

 2.2. Objetivos específicos 

Caracterizar  a frequência da deleção mtDNA 4977 na população saudável do norte 

de Portugal e sua associação com a idade cronológica. 

Caracterizar  a frequência da deleção mtDNA 4977 em indivíduos com diagnóstico 

de CaP e AVC, e avaliar a sua associação com o risco de desenvolvimento de doenças 

associadas à idade. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 3.1. População do estudo 

O estudo da deleção no mtDNA 4977 como biomarcador de envelhecimento e de 

risco para o desenvolvimento de doenças associadas à idade foi realizado com base num 

estudo que envolveu 1493 indivíduos.  

No presente estudo foram incluídos 533 indivíduos saudáveis (197 mulheres e 336 

homens), sem evidência de doença oncológica ou história clínica de AVC’s, com uma 

média de idade de 39 anos (± 13 anos), recrutados a partir do Banco de Dadores de 

Sangue do IPO-Porto. Neste grupo de indivíduos, 56% eram não fumadores, 27% 

fumadores e 17% ex-fumadores. Relativamente ao  Índice de Massa Corporal (IMC), 38% 

dos indivíduos apresentavam um IMC normal, 45% sobrepeso, 14% obesidade grau I e 2% 

obesidade grau II e 0,4% obesidade grau III.  

Participaram também no estudo um segundo grupo de 539 homens com diagnóstico 

histopatológico de CaP, com uma média de idade de 68 anos (± 8 anos), recrutados no 

IPO-Porto. Neste grupo de estudo, 42% apresentavam doença localizada e 58% doença 

avançada. Relativamente aos hábitos tabágicos, 51% eram não fumadores, 12%  

fumadores e 31%  ex-fumadores. Neste grupo de indivíduos, 46% apresentavam um IMC 

normal, 23%  sobrepeso e 32% obesidade de grau I.   

Um terceiro grupo de estudo, foi formado por 421 indivíduos com diagnóstico de AVC, 

com uma média de idade de 68 anos (± 12 anos), sendo que 45% eram mulheres e 55% 

eram homens, recrutados no Centro Hospitalar São João. Neste grupo de estudo, 24% 

apresentavam um diagnóstico de enfarte total da circulação anterior (TACI: Total Anterior 

Circulation Infarct) e os restantes 76% apresentavam outros subtipos clínicos de AVC. 

Relativamente aos hábitos tabágicos destes indivíduos, 52% eram não fumadores, 12% 

fumadores e 32% ex-fumadores. Neste grupo de estudo, 28% apresentavam um IMC 

saudável, 49% sobrepeso, 18% obesidade grau I, 3% obesidade grau II e 2% obesidade 

grau III.  

A todos os participantes foi recolhida uma amostra de sangue periférico (8 mL) 

através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa, após consentimento 

informado, de acordo com a Declaração de Helsínquia e após aprovação do estudo pela 

Comissão de Ética do IPO-Porto. 
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 3.2. Extração e purificação de DNA 

O DNA foi extraído a partir de amostras de sangue total com recurso ao kit de 

extração GRS Genomic DNA Kit – Blood & Cultured Cells, de acordo com as 

recomendações do fabricante (GRiSP Research Solutions®). 

A avaliação da quantidade e qualidade do DNA isolado, foi realizado por 

espectrofotometria. Este método é capaz de determinar as concentrações médias dos 

ácidos nucléicos presentes em uma amostra, bem como sua pureza. A quantificação de 

DNA por espectrofotometria é realizada por medição da quantidade de luz absorvida pelo 

DNA em solução no comprimento de onda de 260 nm.  Este método foi realizado com 

recurso ao NanoDrop® Lite Spectrophotometer (Termo Fisher Scientific®).   

3.3. Deteção da deleção do DNA mitocondrial 4977  

Para estudar a deleção mtDNA 4977 foram estudadas duas regiões do mtDNA. Numa 

primeira fase amplificou-se por reação em cadeia da polimerase (PCR: Polymerase Chain 

Reaction) um fragmento de mtDNA da região controlo e posteriormente amplificou-se um 

fragmento de mtDNA onde se localiza a deleção 4977, também com recurso à técnica de 

PCR (figura 9). Posteriormente a confirmação da amplificação dos fragmentos de interesse 

foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v).  
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Figura 9 - Figura representativa da zona da deleção mtDNA 4977 e da zona de controlo no 

genoma mitocondrial. Pode também observar-se as zonas de ligação dos primers utilizados para 

a amplificação da zona controlo e de avaliação da presença da deleção mtDNA 4977. 

Tal como o anteriormente referido, inicialmente, realizou-se a confirmação da 

presença de mtDNA nas amostras em estudo de acordo com o procedimento descrito por 

Diba e colaboradores (149). Para tal, procedeu-se à amplificação de um fragmento de DNA 

de 297 pb, correspondente à região  controlo de mtDNA a partir de uma mistura de reacção 

que continha: 5 µL de 10X Dream Taq Green Buffer™ (Thermo Scientific®), 1 µL de dNTP 

Mix 10 mM (Thermo Scientific®), 1,5 µL de primer forward e reverse com uma concentração 

final de 10 µM (Tabela 2), 0,2 µL de DreamTaq ™ DNA Polymerase 5 U/µL (Thermo 

Scientific®), 2 µL de DNA e 38,8 µL de água bidestilada, perfazendo um volume final de 

reação de 50 µL. 

As condições para a amplificação foram: pré-desnaturação a 94 ºC durante 5 

minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC durante 1 minuto, annealing a 57ºC 

durante 1 minuto, extensão a 72ºC durante 35 segundos e uma extensão final a 72ºC 

durante 10 minutos. Em cada reação foi realizado um controlo negativo. 
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Tabela 2 - Sequência dos primers utilizados no presente estudo e tamanho do 

fragmento amplificado. 

 

 

 

 

 

 

De forma a confirmar a amplificação do fragmento de mtDNA pretendido, foram 

analisados 12 µL do produto de PCR com recurso a um gel de agarose a 1,5% (p/v) em 

tampão TBE (Buffer Tris-borate-EDTA) 1X e corado com 2,0 µL de Green safe (NZYTech®) 

em 100 mL de TBE. O Green safe é um corante que tem a capacidade de se intercalar com 

o DNA e emitir fluorescência quando iluminado pela luz UV, permitindo a visualização do 

fragmento pretendido. Recorreu-se ainda a um marcador molecular de 100 pb DNA Ladder 

0.1 µg/µL (Thermo Scientific®). O fragmento de mtDNA foi visualizado na presença de luz 

UV recorrendo ao transiluminador Gel DocXR (Biorad®) (Figura 10). 

 

Figura 10 - Fragmento de 297 pb observado no gel a partir do produto do PCR realizado para 

a confirmação da presença de mtDNA nas amostras em estudo. Peso molecular GeneRuler 

100 pb DNA Ladder 0.1 µg/µL. 

 

Primer Sequência 
Tamanho do 
Fragmento 

Foward Controlo 

Reverse Controlo 

5´- CCCTTACCACGCTACTCCTA-3´ 

5´-GGCGGGAGAAGTAGATTGAA-3´ 
297 pb 

GZS1F 

GZS1R 

5´-AACCACAGTTTCATGCCCATC-3´ 

5´-TGTTAGTAAGGGTGGGGAAGC-3´ 
361 pb 
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Após confirmação da presença de mtDNA nas amostras em estudo, avaliou-se a 

presença da deleção mtDNA 4977. Este estudo foi realizado após a otimização e validação 

de um protocolo adaptado de Guo e colaboradores, para o qual foram usados os primers 

GZS1F e GZS1R descritos na tabela 2 (186).  

A mistura da reação, num volume final de 50 µl, consistiu em, 5 µL de 10X Dream 

Taq Green Buffer (Thermo Scientific®), 1 µL de dNTP Mix™ 10 mM (Thermo Scientific®), 

1,5 µL de primer forward e reverse com uma concentração de 10 µM (Tabela 2), 2 µL  de 

MgCl2 25mM (Kapa Biosystems®), 2 µL de DNA e 38,8 µL de água bidestilada. 

As condições para amplificação foram: pré-desnaturação a 94 ºC durante 5 minutos, 

seguida de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC durante 10 segundos, annealing a 58ºC 

durante 45 segundos, extensão a 72ºC durante 50 segundos e uma extensão final a 72ºC 

durante 10 minutos. Em cada reação foi realizado um controlo positivo e negativo. 

De forma a confirmar a amplificação do fragmento correspondente à presença da 

deleção mtDNA 4977 pretendido, foram analisados 12 µL do produto de PCR com recurso 

a um gel de agarose a 1,5% (p/v) em  tampãoTBE 1X e corado através de 2 µL Green safe 

(NZYTech®) /100 mL de TBE. Recorreu-se ainda a um marcador molecular de 100 pb DNA 

Ladder 0.1 µg/µL (Thermo Scientific®). O fragmento de mtDNA foi visualizado na presença 

de luz UV recorrendo ao transiluminador Gel DocXR (Biorad®) (Figura 11). 

 

Figura 11 - Fragmento de 361 pb observado no gel a partir do produto do PCR realizado para 

a confirmação da presença de mtDNA nas amostras em estudo. Peso molecular GeneRuler 

100 pb DNA Ladder 0.1 µg/µL. 
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 3.4. Validação do procedimento laboratorial desenvolvido  

Inicialmente, para a deteção da deleção 4977 mtDNA, recorreu-se à técnica de 

nested PCR, de acordo com o protocolo estabelecido por Guo e colaboradores (186). 

Contudo, verificamos que o fragmento resultante do primeiro PCR, tinha um peso 

molecular, que de acordo com a informação contida no artigo de Guo e colaboradores, 

correspondia ao tamanho do fragmento resultante do segundo PCR. Deste modo, após 

realização do primeiro PCR, procedeu-se à sequenciação do produto de PCR de modo a 

confirmar a zona do genoma do mtDNA que estava a ser amplificada.  

Para preparação das amostras para sequenciação automática, realizou-se uma 

reação de PCR com recurso aos  primers GZS1F e GZS1R, de acordo com o procedimento 

previamente descrito. Seguidamente, os produtos de PCR foram purificados com recurso 

ao kit de purificação GRS PCR  & Gel Band Purification, de acordo com as recomendações 

do fabricante (GRiSP Research Solutions®). Após a purificação, a sequenciação foi 

realizada pela empresa StabVida, com a realização de sequenciação automática pelo 

Método de Sanger.  

A análise das sequências foi realizada manualmente e através do programa 

informático EMBOSS explorer website. O resultado, confirmou que o produto de 

amplificação do PCR realizado, cujo peso molecular era de 361 pb, corresponde à 

presença da deleção mtDNA 4977 (Figura 12). 

 

Figura 12 - Representação esquemática da sequência verificada através da sequenciação de 

amostras de indivíduos que apresentam a deleção mtDNA 4977.  
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 3.5. Análise estatística  

A análise estatística foi realizada com recurso ao software estatístico 

IBM®SPSS®Statistics (Versão 25.0). 

O OR e o IC 95% foram calculados como uma medida de associação entre a deleção 

mtDNA 4977 e o risco para desenvolvimento de CaP e AVC. A análise pelo teste do Qui-

Quadrado (χ2) foi utilizada para comparação das variáveis. O valor de p foi obtido pelo 

teste de χ2 e foi considerado estatisticamente significativo quando inferior a 0,05.  
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4. RESULTADOS 

 4.1. Análise da presença de DNA mitocondrial e da deleção mitocondrial 4977  nos 

indivíduos saudáveis  

O gráfico representado na figura 13 mostra a percentagem de deteção do mtDNA 

nos diferentes grupos estudados. Os resultados mostram que na população em estudo 

foi detetado mtDNA em 100% das amostras analisadas (Figura 13). 

 

Figura 13 - Frequência (%) de deteção de mtDNA nos diferentes grupos 

estudados. 

Para o estudo da associação entre a idade cronológica nos indivíduos saudáveis, 

sem evidência de doença oncológica ou história clínica de AVC’s (grupo controlo) e a 

percentagem de deteção da deleção mtDNA 4977, foram definidos 6 grupos etários: 18-

20, 21-29, 30-39, 40-49, 50-59 e ≥ 60 anos, encontrando-se descrita a frequência de 

deteção da deleção mtDNA 4977 nestes grupos na Figura 14. Na população do grupo 

controlo, observamos uma tendência de diminuição da frequência da deleção mtDNA 

4977 entre os 18 e os 49 anos, sendo esta diminuição mais acentuada entre os 30-49 

anos. Posteriormente, verifica-se um ligeiro aumento da frequência de deteção da 

deleção mtDNA 4977 nos escalões etários mais avançados (Figura 14).  
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Figura 14 - Frequência (%) de deteção da deleção mtDNA 4977 nos diferentes grupos 

etários estudados.   

De acordo com os resultados obtidos para os diferentes géneros, verificou-se uma 

maior frequência da deleção mtDNA 4977 nos homens (71%) comparativamente às 

mulheres (66%) (Figura 15).  

Relativamente aos hábitos tabágicos verificou-se um aumento da frequência de 

deteção da deleção mtDNA 4977 no grupo dos indivíduos fumadores (76%) em 

comparação com os indivíduos não fumadores e ex-fumadores (71%) (Figura 15). 

Considerando a variável IMC, verificou-se uma maior frequência da deleção 

mtDNA 4977  no grupo dos indivíduos com sobrepeso (76%) em comparação com os 

indivíduos que apresentam um IMC normal (72%). Contudo, ao comparar os indivíduos 

com sobrepeso com os indivíduos obesos, esta percentagem diminui para 74% (Figura 

15).  
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Figura 15 - Distribuição das frequências de deteção da deleção mtDNA 4977 nas diferentes 

variáveis analisadas no grupo controlo. 

 4.2. Análise da deleção do DNA mitocondrial 4977 nos indivíduos com cancro da 

próstata e acidente vascular cerebral  

A frequência da deleção mtDNA 4977 foi avaliada no grupo controlo, grupo de 

indivíduos com diagnóstico de AVC (grupo AVC) e grupo de indivíduos com diagnóstico 

histopatológico de CaP (grupo CaP). Observamos que esta alteração é mais frequente 

nos grupos de indivíduos com AVC (75%) e CaP (77%) comparativamente aos 

indivíduos saudáveis (Figura 16).   
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Figura 16 - Figura representativa da frequência (%) de deteção da deleção mtDNA 

4977 no grupo controlo, grupo AVC e grupo CaP. 

De acordo com os resultados, verificamos que os indivíduos que apresentam a 

deleção mtDNA 4977 têm um risco aumentado de desenvolvimento de CaP 

comparativamente aos indivíduos sem a deleção (OR=1,36; IC 95%: 0,99 -1,85; P 

=0,052) (Tabela 3). 

Tabela 3 - Distribuição da frequência da deleção mtDNA 4977 no grupo de CaP e no grupo controlo 

e respetivo OR. 

      Deleção 

mtDNA 4977 
Grupo controlo (%)* Grupo CaP (%) OR IC 95% P 

Negativo 97 (29%) 124 (23%) Referência   

Positivo 239 (71%) 415 (77%) 1,36 0,99-1,85 0,052 

* Individuos saudáveis do sexo masculino; OR: odds ratio, IC 95%: Intervalo de confiança a 95%; P: teste χ2 

Adicionalmente, observamos que a  deleção mtDNA 4977 está presente em 63% 

dos doentes com CaP e que apresentam IMC de sobrepeso/obesidade grau I, II e III, 

comparativamente aos doentes com IMC normal (37%). Contudo, esta tendência não é 

verificada quanto aos hábitos tabágicos, sendo que, 43% dos doentes com CaP e que 

apresentam a deleção mtDNA 4977 são fumadores/ex-fumadores e 57% são não-

fumadores ativos. 
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Considerando a concentração sérica do PSA no momento do diagnóstico, 

observamos que os indivíduos com a deleção mtDNA 4977 têm um maior risco de 

apresentarem níveis mais baixos de PSA (≤ 10 ng/mL) comparativamente ao grupo 

controlo (OR=2,23; IC 95%: 1,42-3,49; P <0,001) (Tabela 4). Relativamente ao estádio 

de desenvolvimento da doença, observamos também uma associação estatisticamente 

significativa entre a presença da deleção mtDNA 4977 e o risco dos indivíduos com CaP 

apresentarem doença localizada no momento do diagnóstico (OR=2,00; IC 95%: 1,32-

3,06; P=0,001) (Tabela 4).  

Tabela 4 - Risco para os portadores da deleção mtDNA 4977, no momento do diagnóstico 

apresentarem doença de fenótipo menos agressivo. 

Deleção 

mtDNA 4977 
Grupo controlo (%)* 

Grupo CaP 

PSA (≤ 10 ng/mL) (%) 

Grupo CaP 

Localizado (%) 

Negativo 97 (29%) 31 (15%) 38 (17%) 

Positivo 239 (71%) 170 (85%) 188 (83%) 

OR Referência 2,23 2,00 

IC 95% 

P 
 

1,42-3,48 

<0,001 

1,32-3,06 

0,001 

   * Individuos saudáveis do sexo masculino; OR: odds ratio, IC 95%: Intervalo de confiança a 95%; P: teste χ2. 

Quando analisado a frequência de deteção da deleção mtDNA 4977 no grupo 

AVC, verificamos que os indivíduos com a deleção mtDNA 4977 apresentam um risco 

aumentado, de desenvolvimento de AVC´s (OR=1,36; IC 95%: 1,02-1,81; P=0,038) 

(Tabela 5). 

Tabela 5 - Distribuição da frequência da deleção mtDNA 4977 no grupo de AVC´s e no grupo 

controlo e respetivo OR. 

Deleção 

mtDNA 4977 
Grupo controlo (%) Grupo AVC´s (%) OR IC 95% P 

Negativo 164 (31%) 104 (25%) Referência   

Positivo 369 (69%) 317 (75%) 1,36 1,02-1,81 0,038 

 *OR: odds ratio, IC 95%: Intervalo de confiança a 95%; P: teste χ2. 
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No grupo de indivíduos com AVC e portadores da deleção mtDNA 4977, 80% são 

hipertensos. Quanto ao IMC, observamos que 72% dos indivíduos com AVC e com a 

deleção mtDNA 4977 apresentam sobrepeso/obesidade grau I, II e III, 

comparativamente a 28% dos indivíduos que apresentavam um IMC normal. 

Relativamente aos hábitos tabágicos, verificamos que 47% dos doentes com a deleção 

mtDNA 4977 são fumadores/ex-fumadores e 54% são não fumadores ativos. 

Após a estratificação do grupo AVC de acordo com a classificação TACI, 

verificamos que os indivíduos com a deleção mtDNA 4977 apresentam um maior risco 

de desenvolverem um AVC do tipo TACI (OR=2,70; IC 95%: 1,44-4,94; P=0,001) 

(Tabela 6). Não se observando associação estatisticamente significativa entre a 

ocorrência desta alteração no mtDNA e o desenvolvimento de outros tipos de AVC´s 

(OR=1,22; IC 95% 0,89-1,68; P=0,215 ).  

Tabela 6 - Risco para os portadores da deleção mtDNA 4977, no momento do diagnóstico 

apresentarem AVC do tipo TACI. 

Deleção 

mtDNA 4977 
Grupo controlo (%) 

Grupo AVC- 

TACI (%) 

Grupo AVC- 

Não TACI (%) 

Negativo 164 (31%) 13 (14%) 77 (27%) 

Positivo 369 (69%) 78 (86%) 212 (73%) 

OR Referência 2,70 1,22 

IC 95% 

P 
 

1,44-4,94 

0,001 

0,89-1,68 

0,215 

    *OR: odds ratio, IC 95%: Intervalo de confiança a 95%; P: teste χ2. 
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5. DISCUSSÃO 

O envelhecimento é um processo complexo e gradual, que difere de indivíduo para 

indivíduo e pode ser influenciado por fatores tanto genéticos como não genéticos, tais como 

a dieta alimentar, o tabagismo, o stress crónico e a inatividade física (1, 2). O efeito destes 

fatores ao longo do processo de envelhecimento, pode originar diferenças entre a idade 

cronológica e a idade biológica dos indivíduos. A idade cronológica é definada como o 

tempo contado a partir do nascimento de um indivíduo. Em contrapartida, o conceito de 

idade biológica refere-se às alterações biológicas degenerativas e declínio funcional dos 

órgãos, tecidos e células que se refletem no estado de saúde do indivíduo. Sendo que, o 

número de alterações celulares e sistémicas que acompanham o processo de 

envelhecimento, podem ser analisadas e/ou quantificadas através de biomarcadores 

característicos deste processo. A aplicação de biomarcadores para a determinação tanto 

da idade cronológica como da idade biológica, constitui uma ferramenta que pode ser 

utilizada em Medicina Legal em diferentes contextos. Enquanto que o estabelecimento da 

idade cronológica dos indivíduos pode ter utilidade para a identificação e determinação de 

um perfil pessoal, a idade biológica pode ser uma ferramenta aplicada na avaliação do 

risco do desenvolvimento de doenças, por exposição a diferentes fatores de risco, podendo 

ser uma estratégia útil a determinar em questões de exposições profissionais.  

As técnicas de estimativa de idade realizadas com maior frequência, dependem da 

análise das características morfológicas dos dentes ou de características esqueléticas de 

indivíduos vivos ou mortos (17). Contudo, estes métodos apresentam uma elevada taxa de 

erro associado, sendo essencial complementá-los, sendo útil a identificação de novos 

biomarcadores de idade cronológica. Diversos estudos sugerem, que a acumulação de 

alterações no mtDNA humano está associada ao processo do envelhecimento (117-119, 

145). Deste modo, no âmbito da biologia molecular, alterações no mtDNA, nomeadamente 

deleções e mutações pontuais, têm sido estudados na tentativa de determinar 

biomarcadores de envelhecimento que possam ser utilizados como métodos de estimativa 

de idade tanto cronológica como biológica, úteis nas investigações forenses (3-9).   

Estudos sugerem que deleções no mtDNA  com um elevado tamanho como a 

deleção mtDNA 4977, podem condicionar o envelhecimento celular, uma vez que podem 

ter como consequência a  perda de genes importantes para o metabolismo das células, o 

que pode causar alterações nos mecanismos de respiração celular, aumento da formação 

de ROS, stress oxidativo e dano em diferentes moléculas (82, 85, 111, 149). Deste modo, 

esta deleção tem sido estudada como um potencial biomarcador molecular de risco de 
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desenvolvimento de doenças associadas ao envelhecimento e preditivo de idade 

cronológica (94, 108, 127, 187).  

Na nossa população saudável em estudo, observamos uma elevada frequência da 

deleção mtDNA 4977 (69%), estando esta deteção de acordo com estudos prévios, 

nomeadamente, um estudo realizado com recurso a 473 amostras de sangue na população 

alemã (150). De facto, von Wurmb e colaboradores verificaram que esta deleção ocorria 

em 74% dos indivíduos saudáveis estudados (150). Contudo, no estudo de Abnet e 

colaboradores, esta deleção não foi detetada em amostras de sangue de indivíduos 

saudáveis, nem em doentes com carcinoma espinocelular do esófago (127). 

Adicionalmente, Dida e colaboradores, sugerem que a deleção mtDNA 4977 não é 

claramente detectável em amostras de sangue, porque o sangue é um tecido  

caracterizado por uma alta taxa de proliferação celular.  Por conseguinte, a reparação dos 

danos no mtDNA ocorre mais rapidamente comparado com tecidos com baixa atividade 

mitótica e alta necessidade de oxigénio, como por exemplo, o músculo esquelético e o 

tecido cardíaco (149). Contudo, é de realçar que estas diferenças observadas entre os 

diversos estudos, também podem ser condicionadas pelos diferentes procedimentos 

experimentais utilizados.  

Relativamente ao estabelecimento da idade cronológica, o presente estudo, não 

evidenciou qualquer associação desta com a presença da deleção mtDNA 4977 nos 

indivíduos saudáveis. De acordo com os estudos de von Wrumb e colaboradores, a 

variação da frequência de deteção da mtDNA 4977 entre indivíduos com a mesma idade 

cronológica, pode ser resultado da exposição a outros fatores biológicos independentes da 

idade, tais como a exposição à radiação UV e os hábitos tabágicos (188). De acordo com 

estas evidências, os nossos resultados indicam que a deleção mtDNA 4977 é não só mais 

frequente em indivíduos do género masculino, mas como também em indivíduos 

fumadores e que apresentam um IMC elevado, salientando que esta alteração molecular 

poderá estar fortemente associada a uma idade biológica, uma vez que esta retrata com 

maior precisão a exposição a fatores de risco ambientais e estilos de vida. 

Tradicionalmente, o género masculino está associado a maiores comportamentos de risco 

como o elevado consumo de álcool, hábitos tabágicos, e maus hábitos alimentares, o que 

pode ter influenciado a frequência de deteção da deleção mtDNA 4977 neste género. Para 

além disso, existem outros fatores externos que podem estar relacionados com a 

frequência de deteção desta deleção que não foram avaliados no presente estudo, como 

por exemplo, a exposição à radiação UV. De facto, existem estudos que demonstram que 

a exposição à radiação UV aumenta a frequência da deleção mtDNA 4977. Bernerburg e 

colaboradores revelaram que doses não letais repetidas de radiação UV do tipo A 
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promovem a ocorrência da deleção mtDNA 4977 em fibroblastos humanos normais (189). 

Noutro estudo, foi observado também, que a deleção mtDNA 4977 foi detectada com maior 

frequência na pele fotoenvelhecida e nas zonas dos olhos mais expostas à radiação UV, 

comparativamente com outras zonas do corpo menos exposto ao sol (119, 187, 189, 190). 

Outro fator importante que deve ser considerado é a influência da componente genética na 

frequência da deleção mtDNA 4977 (149). Estudos sugerem que a variabilidade em genes 

específicos no genoma nuclear e mitocondrial pode ajudar a reparar danos no mtDNA de 

células somáticas através de um sistema de reparação mais eficiente ou de um processo 

de eliminação de ROS mais eficaz (150). Adicionalmente, trabalhos desenvolvidos por 

Cortopassi e colaboradores demonstraram, que o padrão de acumulação da deleção do 

mtDNA 4977 é diferente entre tecidos humanos, sendo que, em amostras de tecidos de 

músculo cardíaco adulto, do tronco cerebral, do córtex cerebral e do músculo do diafragma, 

observou-se uma maior frequência da deleção mtDNA 4977 quando comparado com 

amostras de tecido de fígado, rim, pele, baço e pulmão (191). Deste modo,  podemos 

admitir que fatores como a variabilidade genética, hábitos tabágicos, exposição à radiação 

UV, ou mesmo diferenças de género podem condicionar a ocorrência da deleção mtDNA 

4977. 

Tal como anteriormente referido, a deleção mtDNA 4977 também tem sido associada 

ao desenvolvimento de diversas doenças relacionadas com o envelhecimento, de que são 

exemplos, o cancro e o AVC (104, 117, 136, 141). De facto, os resultados obtidos neste 

estudo, mostram que a deleção mtDNA 4977 é mais frequente nos indivíduos com CaP 

comparativamente com os indivíduos saudáveis, sendo que, os portadores desta alteração 

têm um risco aumentado para o desenvolvimento de CaP. Nos estudos de Yu e Yan a 

deleção mtDNA 4977 foi detetada em 75% dos indivíduos estudados com CaP versus 15% 

dos casos com hiperplasia prostática benigna (138). Resultados semelhantes foram 

obtidos em estudos que analisaram amostras de sangue de indivíduos com outros tipos de 

cancros (110, 111). Nie e colaboradores, detetaram a deleção mtDNA 4977 com uma maior 

frequência no sangue de mulheres com cancro da mama (48%), quando comparado com 

indivíduos saudáveis (9%), sugerindo os autores, que esta deleção seja um possível 

biomarcador molecular para cancro da mama (111). Adicionalmente, Li e colaboradores 

verificaram que a quantidade relativa da deleção mtDNA 4977 foi significativamente maior 

nas artérias mesentéricas de indivíduos com cancro colorretal comparado com os 

indivíduos saudáveis (110). De acordo com os resultados obtidos, os autores sugerem que 

os vasos sanguíneos próximos das células tumorais estão sujeitos a um maior stress 

oxidativo e consequentemente são mais susceptiveis a alterações no mtDNA (110). Deste 

modo, a deleção mtDNA tem a potencialidade de ser utilizada como um biomarcador 
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molecular de risco para CaP e outros tipos de cancros. Observamos também, que a 

ocorrência da deleção mtDNA 4977 estava associada a um maior risco dos individuos 

apresentarem doença menos agressiva no momento do diagnóstico (níveis de PSA ≤ 10 

ng/mL e doença localizada), o que sugere que esta alteração parece estar associada a 

estadios iniciais do desenvolvimento tumoral. Porém, nos estudos de Yu e Yan, os graus 

de Gleason dos indivíduos com CaP foram maiores para os portadores da deleção mtDNA 

4977, comparado com os indivíduos sem a deleção, o que não se verificou no presente 

estudo. Contudo, a população utilizada pelos autores, foi constituída por amostras de tecido 

de próstata de indivíduos com CaP. Para além disso, a amostragem utilizada, foi composta 

por 130 indivíduos, uma amostragem muito menor do que a utilizada no presente estudo. 

Estes fatores em conjunto, podem explicar as diferenças verificadas entre o presente 

estudo e o de Yu e Yan (138). Deste modo, este é o primeiro estudo a associar a deleção 

mtDNA 4977, detetada em amostras de sangue, com um maior risco de ocorrência de CaP. 

Adicionalmente, outros estudos mostram que a deleção mtDNA 4977 parece estar 

associada a estadios mais inciais do desenvolvimento tumoral, sugerindo que esta 

alteração possa participar na iniciação da carcinogénese. Pavicic e Richard, relataram a 

deteção da mtDNA 4977 em taxas mais altas no tecido não tumoral adjacente (74%) 

comparado com o tecido tumoral correspondente (45%) de doentes com cancro da mama 

e em indivíduos saudáveis (39%) (192). Resultados semelhantes foram observados nos 

estudos de Dani e colaboradores, que detetaram uma menor proporção da deleção mtDNA 

4977 em indivíduos saudáveis (30%) e tecidos tumorais (54%) de indivíduos com cancro 

do pulmão comparado com tecidos não-tumorais adjacentes (60%) (125). Segundo Wu e 

colaboradores, uma possível explicação para estes resultados  pode estar associado a 

uma diluição de cópias de mtDNA com a deleção mtDNA 4977 no tecido tumoral, como 

resultado da expansão clonal durante a progressão do cancro. Para além disso, pode 

também ocorrer uma eliminação das células portadoras desta deleção através da apoptose 

celular (193). Por outro lado, segundo Wang e colaboradores, a deleção do mtDNA 4977 

pode conferir uma desvantagem metabólica às células em proliferação e, portanto, as 

células com esta alteração são selecionadas negativamente nos tecidos tumorais 

altamente proliferativos (193). Adicionalmente e de acordo com Dani e colaboradores, o 

facto da ocorrência da deleção mtDNA 4977 poder eliminar importantes genes envolvidos 

na fosforilação oxidativa, como a ATPase 6, ATPase 8, citocromo oxidase III e subunidades 

NADH ND3, ND4, ND4L e ND5, pode representar uma forte desvantagem metabólica para 

as células portadoras desta alteração, fazendo com que células com a deleção mtDNA 

4977 sejam eliminadas em fases mais avançadas dos tumores, que inicialmente possuiam 

heteroplasmia para a deleção mtDNA 4977 (125).  
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Os resultados do nosso  estudo demonstram ainda, que a deleção mtDNA 4977 está 

presente com uma maior frequência nos indivíduos com CaP e um IMC mais elevado. Este 

resultado está de acordo com um estudo recente de Ahmadi e colaboradores. Os autores 

propõem que uma má alimentação aumenta o IMC e, por sua vez, o aumento do IMC 

provoca um aumento da concentração de ROS nas células, originando a ocorrência da 

deleção mtDNA 4977 (194). De facto, os indivíduos obesos apresentam níveis elevados de 

stress oxidativo e o tecido adiposo, representa uma fonte importante de ROS (195). Desta 

forma, o ROS produzido por consequência do excesso de peso, pode induzir alterações no 

mtDNA e à deleção mtDNA 4977.  

Na literatura, surgem também evidências da associação da deleção mtDNA 4977 e 

a ocorrência de doenças cerebrovasculares, de que é exemplo a aterosclerose (113). A 

aterosclerose é uma doença que está intimamente ligada com a ocorrência de AVC por 

obstrução dos vasos sanguíneos. Ballinger e colaboradores demonstraram, que nas aortas 

ateroscleróticas, existe uma maior frequência de alterações no mtDNA comparado com as 

aortas saudáveis (79). Para além disso, tendo em conta a elevada necessidade energética 

das células neuronais, as mitocôndrias portadoras da deleção mtDNA 4977 estão mais 

sujeitas a um défice metabólico, formação de ROS e stress oxidativo (182, 183). Deste 

modo, esta deleção pode contribuir para um stress oxidativo acentuado presente no 

processo inflamatório da aterosclerose e consequentemente maior risco de AVC. Uma vez 

que as amostras de tecido cerebral são de difícil acesso, sería uma mais valia o 

desenvolvimento de novos biomarcadores moleculares detetáveis no sangue relacionados 

com esta doença, sendo que, o estudo da deleção mtDNA 4977 pode ser uma estratégia 

útil considerando os resultados observados. 

De facto, na população em estudo observamos um maior risco de AVC nos indivíduos 

portadores da deleção mtDNA 4977. Na análise da literatura, apenas surge um estudo que 

tenta associar a deleção mtDNA 4977 com o risco para AVC em amostras de sangue. 

Contudo, os autores não verificaram nenhuma associação entre a presença da deleção 

mtDNA 4977 e o risco de AVC. Porém, a população deste estudo foi constituída por 191 

doentes e 74 indivíduos saudáveis, sendo que os autores sugerem a realização de novos 

estudos de associação da deleção mtDNA 4977 com o AVC que incluísse um maior número 

de indivíduos, de forma a representar melhor a população em estudo, o que foi realizado 

no presente estudo (185). Observamos também, uma maior frequência desta alteração no 

mtDNA dos indivíduos hipertensos, e com IMC elevado. Contudo, nos estudos de Huang 

e colaboradores em indivíduos com diagnóstico de AVC isquémico, não se verificou uma 
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maior frequência de deteção da deleção mtDNA 4977 nos indivíduos hipertensos e com 

um IMC fora dos limites normais (185). Sabe-se que, o stress oxidativo no cérebro 

desempenha um papel importante na patogénese da hipertensão associada à obesidade. 

Estudos em ratos obesos alimentados com uma dieta rica em gordura, exibiram elevado 

stress oxidativo no cérebro e aumento da expressão de subunidades NADPH oxidase 

(196). Contudo, a infusão de antioxidantes no ventrículo cerebral dos ratos, reduziu a 

pressão arterial e a atividade do nervo simpático nesta área (196). Estes resultados 

sugerem que a excitação simpática induzida pelo stress oxidativo no cérebro possa 

desempenhar um papel importante na patogénese da hipertensão associada à obesidade 

(196). Sendo assim, os parâmetros IMC elevado e a hipertensão podem estar intimamente 

relacionados e contribuirem para a elevada percentagem de ocorrência da deleção mtDNA 

4977 entre os indivíduos hipertensos e com IMC elevado, aumentando assim o risco para 

AVC. Cumulativamente, observamos que os indivíduos portadores da deleção mtDNA 

4977, apresentam maior risco de AVC do tipo TACI, que corresponde à forma de ocorrência 

de AVC com um pior prognóstico, comparado com as outras classificações do AVC (197). 

Contudo, no estudo de Huang e colaboradores, a deleção mtDNA 4977 não demonstrou 

ter qualquer efeito no prognóstico do AVC, incluindo gravidade e recorrência desta doença 

(185). Deste modo, este é o primeiro estudo a associar a deleção mtDNA 4977, detetada 

em amostras de sangue, com um maior risco de ocorrência e agressividade de AVC.  

O presente estudo, reforça que a deleção mtDNA 4977 pode ser detetada com uma 

elevada frequência nas células do sangue. Para além disso, os nossos resultados sugerem 

uma associação da presença desta deleção com doenças associadas ao envelhecimento, 

embora não se tenha verificado uma associação entre a deleção mtDNA 4977 e a idade 

cronológica. Considerando os resultados obtidos em relação à CaP, a deleção mtDNA 

4977 demonstra estar associada a um maior risco de os individuos apresentarem doença 

menos agressiva no momento do diagnóstico. Por outro lado, no AVC, esta alteração 

demonstrou estar associada com um subtipo de AVC considerado de pior prognóstico. 

Sendo assim, os resultados apresentados neste estudo refletem a importância do estudo 

da deleção mtDNA 4977 no sangue como um biomarcador da idade biológica e sua 

associação com doenças associadas ao envelhecimento. 
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

A deleção mtDNA 4977 tem sido proposta como um potencial biomarcador de 

estabelecimento de idade útil em diferentes contexto da Medicina Legal. Adicionalmente, 

admite-se que esta alteração molecular possa estar relacionada com o risco de 

desenvolvimento de doenças associadas à idade, sendo que, no presente estudo, foi 

demonstrado uma associação desta alteração com o risco de desenvolvimento de CaP e 

AVC. De acordo com os resultados, observamos também que os indivíduos diagnosticados 

com CaP portadores desta alteração, têm um risco aumentado de apresentarem CaP 

menos agressivo no momento do diagnóstico. Por sua vez, os indivíduos diagnosticados 

com AVC e portadores desta alteração, têm um risco aumentado para o subtipo de pior 

prognóstico. Deste modo, estes resultados demonstram, que a deleção mtDNA 4977 

poderá ser um potencial biomarcador de risco para o desenvolvimento destas doenças 

associadas ao envelhecimento. Os resultados do presente estudo demonstraram ainda, 

que a presença de fatores como os hábitos tabágicos, o IMC e a hipertensão, podem 

influenciar a ocorrência da deleção mtDNA 4977 e, por conseguinte, a frequência desta 

alteração não apresentar uma correlação com o estabelecimento da idade cronológica dos 

indivíduos. Assim, admitimos que a ocorrência da deleção mtDNA 4977 reflectirá melhor o 

estado do envelhecimento celular e deste modo permitirá uma estimativa de idade 

biológica.  

Dada a potencialidade do estudo da deleção mtDNA 4977 como biomarcador de 

idade biológica, a sua análise pode ter inúmeras aplicações no contexto da Medicina Legal, 

nomeadamente em situações em que se estabelece o nexo de causalidade entre o efeito 

de um fator de risco e o desenvolvimento de doenças. Uma das situações em que possa 

ser útil o estabelecimento da ligação entre a exposição a fatores ambientais e o 

desenvolvimento de doenças, é a exposição de indivíduos, que por exemplo residem 

próximos a fábricas. Adicionalmente, em profissões consideradas de risco, em que os 

trabalhadores lidam permanentemente com agentes classificados como cancerígenos, a 

determinação da deleção mtDNA 4977 pode ser um biomarcador indicador do estado 

celular dos mesmos. Também é de considerar que situações de exposição a  stress 

crónico, induzido por fatores como bullying, discriminação racial, violência doméstica, 

stress pós-traumático,  maus tratos na infância, burnout, podem influenciar o estado celular 

do indivíduo e deste modo, a análise da alteração mtDNA 4977 pode ser um biomarcador 

útil a determinar, uma vez que a homeostasia destes indivíduos estará alterada. 
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Com o presente estudo, de acordo com a técnica experimental usada só foi possível 

a deteção da deleção mtDNA 4977, não nos permitindo saber o número de cópias de 

mtDNA com a alteração molecular analisada. Futuramente será relevante a análise deste 

parâmetro, com recurso a uma técnica de PCR em tempo real (qPCR: real time quantitative 

PCR) com o objetivo de avaliar a heteroplasmia de cópias de mtDNA com a deleção mtDNA 

4977 no sangue de indivíduos com CaP e AVC. Desta forma, seria possível associar a uma 

percentagem de heteroplasmia a qual provocaria um fenótipo de doença, podendo a 

quantidade desta alteração ser um melhor indicador do estado de saúde dos indivíduos. 

Cumulativamente, também seria relevante analisar outros fatores que possam influenciar 

a ocorrência desta deleção, como a exposição à radiação UV. 

Em conclusão, o presente estudo evidenciou a aplicabilidade da análise da deleção 

mtDNA 4977 no sangue periférico como uma útil estratégia para a determinação da idade 

biológica individual e como biomarcador de risco para o desenvolvimento de doenças 

associadas ao envelhecimento. 
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