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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Insuficiência renal crônica 
 

A insuficiência renal crônica (IRC) é considerada uma síndrome causada por 

inúmeras doenças e pode resultar em perda progressiva e irreversível da função renal de 

depuração (1). A lesão renal progride com esclerose glomerular e fibrose intersticial, 

levando à perda progressiva da filtração glomerular, com reflexos variados e heterogêneos 

nas demais funções renais: tubulares, metabólicas, hormonais e homeostáticas em geral (2, 

3). O estágio final da IRC provoca alterações qualitativas e quantitativas em todo o 

organismo, atingindo o sistema digestivo, neurológico, cardíaco, respiratório, imunológico, 

hematológico, endócrino metabólico, cutâneo e osteomuscular (4).   

A partir da década de 1960, a manutenção da vida de muitos pacientes com IRC 

tornou-se possível pelo emprego dos processos de depuração artificial através da diálise, o 

que atualmente é uma rotina em todo o mundo. Hoje, no Brasil, aproximadamente 60.000 

pessoas com função renal terminal são tratadas com algum tipo de diálise, particularmente a 

hemodiálise (5). Além disso, a diálise também possibilita a manutenção do paciente que 

aguarda a um transplante renal, sobretudo a pacientes jovens. Por outro lado, a 

sobrevivência do paciente com IRC parcialmente compensada pela diálise fez surgirem 

complicações crônicas da uremia. Dessa maneira, a mortalidade na IRC terminal 

permanece elevada.  

Algumas complicações decorrentes da diálise, foram progressivamente sendo mais 

bem compreendidas nas últimas décadas (4). Exemplos de complicações que vêm sendo 

combatidas com sucesso são intoxicação por alumínio e sua prevenção com tratamento de 
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água, anemia e seu controle com eritropoetina recombinante e reposição de ferro, 

desnutrição e sua melhora com diálise de boa qualidade e orientação nutricional.  

Entretanto, algumas complicações crônicas decorrentes da uremia ainda não são 

muito bem entendidas e controladas. Um exemplo disso é o estresse oxidativo e suas 

conseqüências para o organismo, o qual provoca danos em macromoléculas celulares, 

incluindo o DNA, proteínas e lipídios. Dentre essas macromoléculas, o DNA mitocondrial 

(DNAmt) é o maior alvo desse estresse oxidativo (6). 

 

1.2 Estresse oxidativo 

 A maior parte da energia celular é obtida com reações que utilizam como substrato 

o oxigênio molecular. A via através da qual a energia se torna utilizável é pela produção de 

ATP pela fosforilação do ADP. Esse processo é dividido em várias etapas e envolve uma 

sucessão de transportadores de elétrons, compostos que podem ser reduzidos, pelo ganho de 

elétrons do transportador precedente, e podem novamente se tornar oxidados, através da 

doação de elétrons para o transportador seguinte (7).  As enzimas de fosforilação estão 

presentes na membrana interna mitocondrial. Os elétrons são transferidos através de 

agentes oxidantes cada vez mais fortes. A cadeia transportadora de elétrons (CTE) é 

codificada pelo DNA nuclear (DNAn) e DNAmt. A cadeia completa é composta por 83 

polipeptídeos, dos quais 13 são codificados pelo DNAmt (8). No início da CTE estão os 

derivados de vitaminas, nicotinato e riboflavina, na forma de nicotinamida adenina-

dinucleotídeo (NAD) e riboflavina-5-fosfato. Os transportadores posteriores são os 

citocromos, que são hemeproteínas, terminando com o oxigênio molecular. Ao final do 

processo, tudo volta ao estado original, com exceção do substrato e do oxigênio, os quais 

foram convertidos em substrato oxidado e água, respectivamente (7). 
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 Os oxidantes são produzidos pelas células de forma constante e numa alta escala 

como bioprodutos do metabolismo aeróbico. Esses oxidantes incluem o superóxido, 

radicais hidroxila e o oxigênio (9). As CTEs nas mitocôndrias deixam escapar esses 

radicais com capacidade oxidante. Em baixas concentrações, essas espécies reativas de 

oxigênio (ROS - reactive oxygen species) são importantes na regulação de muitas funções 

celulares e agem como um mensageiro secundário para ativar fatores de transcrição como o 

NF-kB (fator de transcrição nuclear) e AP-1 (fator indutor de apoptose) (6).  

Por outro lado, quando os oxidantes se encontram em concentrações elevadas, 

produzem danos em macromoléculas celulares, incluindo o DNA, proteínas e lipídios. 

Dentre essas macromoléculas, o DNAmt é o maior alvo do ataque de ROS (10). Pelo fato 

das mitocôndrias serem os locais celulares de maior concentração de ROS, as desordens 

mitocondriais são manifestadas, primeiramente, em órgãos ou tecidos que possuem uma 

maior demanda energética (6). Essas moléculas de DNAmt com danos oxidativos ou 

mutações produzem subunidades protéicas defeituosas que são utilizadas para formar a 

CTE com defeito. A CTE danificada, além de trabalhar com uma menor eficiência na 

síntese de ATP, também produz maiores quantidades de ROS (Figura 1) (6). 

Além disso, um aumento na produção de ROS pode promover a indução da 

apoptose, o que ocorre por mudanças no potencial de redox (redução/oxidação) celular, 

redução da glutatião, redução dos níveis de ATP e diminuição de equivalentes redutores, 

tais como NADH e NADPH. Essas mudanças podem facilitar a peroxidação de lipídios e a 

abertura de poros de transição permeáveis, levando a uma subseqüente liberação do 

citocromo “c”, o que acarreta um limiar mais baixo para a liberação de proteínas 

apoptogenicas no citosil (6). Dessa forma, o estresse oxidativo mitocondrial e um declínio 

na produção de energia mitocondrial podem levar a caminhos apoptóticos (6,11). A Figura 
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1 ilustra esquematicamente esse processo. A apoptose é induzida em células mesangiais 

glomerulares e em células musculares lisas dos vasos (12,13).  

 Além disso, a oxidação é o maior contribuinte para o envelhecimento celular e para 

doenças degenerativas associadas com o envelhecimento, tais como o câncer, doenças 

cardiovasculares e declínio do sistema imunológico (9). Os agentes oxidantes estão 

envolvidos na fisiopatologia de diversas doenças, entre as quais a diabete melito, 

hipertensão, aterosclerose, amiloidose, má nutrição, anemia e infecções de pacientes em 

diálise, doenças inflamatórias crônicas e nefrites (14).  

 Os agentes oxidantes ou radicais livres (recebem esta denominação porque podem 

existir de forma independente) são originados através do sistema “c” oxidase. A oxidação 

terminal da cadeia respiratória, que catalisa a transferência redutora do citocromo “c” para 

o oxigênio molecular (15). Uma parte do oxigênio usado no metabolismo é reduzida em 

etapas; o oxigênio molecular com um elétron transforma-se em radical superóxido, que é 

reduzido numa reação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD) e transforma-se 

em peróxido de hidrogênio (7). Este recebe mais um elétron, formando o radical hidroxila, 

que é altamente reativo, através de reações que envolvem metais como cobre e ferro 

(reação de Fenton) (7). Finalmente, é produzida água quando mais um elétron é recebido. 

Esses compostos intermediários à formação da água é que são altamente oxidantes (7). 
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Figura 1. Esquema ilustrativo das inter-relações entre estresse oxidativo, apoptose, 

mutações no DNAmt e envelhecimento (Modificado de Wei, 2002) 

 

Esse processo ininterrupto de consumo de oxigênio, com resultante produção de 

energia (ATP) e água, produz continuamente ROS, que devem ser combatidas pelo sistema 

de defesa antioxidante. Existem substâncias antioxidantes que, em baixas concentrações, 

retardam ou evitam a oxidação de algum substrato. Elas mantêm sob controle a 

concentração de ROS e preservam a atividade celular. Podem ser enzimas que metabolizam 

radicais livres, como a própria superóxido dismutase dependente Mn2+ (MnsSOD), cobre 
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zinco (Cu/ZnSOD) e também a catalase (CAT) e as peroxidases, a glutatião peroxidase 

(GPx) e glutatião redutase. A MnSOD e Cu/ZnSOD convertem anions superóxidos para 

peróxido de hidrogênio, que é transformado em água pela GPx ou pela CAT (6). Um baixo 

nível de atividade da glutatião peroxidase 1 em eritrócitos de pacientes com doença arterial 

coronariana está independentemente associado a risco aumentado de eventos 

cardiovasculares (16).  

 No entanto, a atividade das enzimas antioxidantes é alterada no processo de 

envelhecimento (6).  Em condições normais, ocorre um equilíbrio entre os dois sistemas, 

porém, durante o envelhecimento ou durante algumas doenças com a IRC, ocorre um 

aumento de produção de oxidantes (espécies reativas de oxigênio, espécies reativas de 

nitrogênio e compostos clorinados) e a diminuição das defesas antioxidantes, gerando o 

estado chamado de “estresse oxidativo” (Figura 1).  

 

1.3 Mitocôndrias e DNA mitocondrial 

 As mitocôndrias são organelas intracelulares responsáveis pela produção de energia 

em forma de ATP através de um complexo de fosforilação oxidativa para a respiração 

celular (17). O papel destas organelas na bioenergia de células cancerígenas tem sido 

revisado (18). Aproximadamente 90% do oxigênio consumido pelas células humanas são 

utilizados na CTE mitocondrial (17). Cada mitocôndria apresenta uma matriz limitada por 

duas membranas, separadas pelo espaço intermembranoso: a membrana externa delimita a 

mitocôndria com o citosol e a membrana interna apresenta invaginações que formam 

cristas, as quais aumentam internamente a superfície mitocondrial total. (19).   

A quantidade de mitocôndrias em cada célula pode chegar a algumas centenas, 

dependendo do tipo e da função das células nas quais estão presentes. Quanto maior é a 
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necessidade energética para a célula realizar suas funções, maior é a quantidade de 

mitocôndrias existentes no citoplasma celular. Células musculares e cerebrais, por exemplo, 

contêm uma grande quantidade de mitocôndrias (19). O funcionamento das mitocôndrias 

requer uma expressão coordenada de polipeptídios codificados pelo DNAn e pelo DNAmt 

(17). 

As mitocôndrias desempenham uma função importante na manutenção da 

homeostasia intracelular de muitos metabólitos e íons importantes. Elas também protegem 

as células do efeito danoso de ROS criadas durante o processo de fosforilação oxidativa 

através da inativação desses bioprodutos altamente reativos e potencialmente danosos (20). 

 Uma outra particularidade das mitocôndrias é que elas constituem a única fonte de 

DNA extranuclear. Cada uma possui de duas a dez cópias de moléculas de DNAmt 

localizado na matriz mitocondrial (10, 17, 21). O DNAmt  é uma molécula de DNA dupla 

fita, circular composta por 16.596 pares de bases (pb), e a sua seqüência completa foi 

determinada em 1981 (22). O genoma mitocondrial codifica 13 subunidades dos complexos 

da cadeia respiratória (subunidades I, II, III do citocromo “c” oxidase, citocromo “b”, 

subunidades 6 e 8 ATPases e subunidade 7 do NADH desidrogenase), 2 RNAs ribossomais 

e 22 RNAs transportadores, que são requeridos para síntese de proteínas nas mitocôndrias 

(10, 17, 18, 23). 

 O DNAmt  é muito econômico, pois praticamente cada par de bases participa da 

codificação de uma proteína ou de um RNA e, em alguns casos, a última base de um gene 

serve como primeira de outro (24). As fitas que formam o DNA podem ser distinguidas 

quanto à composição das bases G e T, que resultam em diferenças nas densidades das duas 

fitas (fita pesada H e fita leve L). Mais informações são codificadas na fita H, com genes 

para 2 RNAs ribossomais, 14 RNAs transportadores e 12 polipeptideos. Apenas 8 RNAs 
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transportadores e um polipeptideo são codificados na fita L (21). O mapa do DNAmt 

humano está ilustrado na Figura 2. 

 

 

 

Figura 2. Mapa do DNAmt humano.  O círculo externo representa a fita H, que possui a maior parte 

dos genes, e o círculo interno representa a fita L. A região D-loop está representada pela cor laranja. As 

origens de replicação da fita H (OH) e da fita L (OL) estão marcadas com uma flecha. Os 22 genes de 

RNAt estão representados pelas regiões coloridas e pelo código da letra dos aminoácidos. Os genes dos 

dois RNAr (12S e 16S) e os 13 genes que codificam proteínas estão representados nas regiões de cor 

amarela. ND, CO e ATPases referem-se a genes que codificam subunidades do NADH, ao passo 

queCitB codifica apocitocromo b do ubiquinol. (Modificado de Taanman, 1999) 

 

 O DNAmt apresenta algumas diferenças do DNAn, entre as quais a ausência de 

íntrons, histonas, crossing-over e sistema de reparo eficiente. Existem também algumas 
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diferenças no código genético do DNAmt: UGA codifica o aminoacido triptofano, em vez 

de códon finalizador do gene; AUA codifica metionina, não isoleucina; AGA e AGG são 

códons de finalização, não códons para arginina, e as bases da terceira posição são A ou G, 

mais freqüentemente, em vez de G ou T como no genoma nuclear (19). 

 O DNAmt, por ser desprotegido de proteínas como as histonas, sofre uma alta 

exposição aos radicais livres de oxigênio, fato que pode ocasionar danos ao DNA. A 

freqüência de mutações no DNAmt é de 10 a 1000 vezes maior (10). Outro fator que torna 

o DNAmt mais vulnerável a mutações é a sua localização na membrana mitocondrial 

interna, a qual é a maior fonte intracelular de ROS (25, 26). As mutações no DNAmt 

podem ser mudanças de base única (mutações de ponto) ou associadas a grandes deleções e 

rearranjos. 

Durante a divisão celular, as mitocôndrias são distribuídas randomicamente para as 

células-filhas. Em condições normais, essas mitocôndrias são compostas por uma única 

espécie de DNAmt, no entanto danos resultam em heteroplasmia, na qual cada célula 

contém moléculas de DNAmt com variadas seqüências (27, 28). Dessa forma, o DNAmt 

mutante coexiste com o DNAmt selvagem dentro de uma mesma célula (29). O grau de 

heteroplasmia pode ser variado em diferentes tecidos no mesmo indivíduo (9).  

 

 

1.4 Estresse oxidativo e danos no DNAmt em pacientes com Doença Renal Crônica 

A doença renal crônica está associada a diversas alterações no sistema antioxidante, 

as quais aumentam gradualmente com o grau de insuficiência renal, culminando com o 

processo de hemodiálise (30). Diversos estudos demonstram que há estresse oxidativo em 

pacientes com IRC terminal. (14, 31). A capacidade total antioxidante determinada através 
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do plasma humano é diminuída durante a sessão de diálise, indicando possíveis 

mecanismos de modificação de antioxidantes endógenos e a interação de lipídeos e água 

solúvel antioxidante (32). Níveis espontâneos e estimulados de radical superóxido e de 

peróxido de hidrogênio intracelulares estão aumentados na IRC (14, 16).  Esses agentes 

oxidantes provocam danos em macromoléculas celulares, como proteínas, lipídios e DNA. 

Alguns estudos têm demonstrado as conseqüências desses danos em 

macromoléculas em pacientes com IRC. Em análises de culturas de linfócitos de sangue 

periférico em pacientes urêmicos, foram encontradas diversas alterações cromossômicas, 

como fragmentos acêntricos, formação de balões centroméricos, quebras cromossômicas, 

gaps, cromossomos em anéis e cromossomos marcadores acrocêntricos longos. Essas 

alterações podem ser resultantes do estado urêmico e são fatores que podem aumentar a 

incidência do câncer (33). A pesquisa de micronúcleos (MN) em pacientes com IRC tem 

relacionado os efeitos tóxicos dessa condição com a ocorrência de danos genômicos 

espontâneos. Um estudo que avaliou o número de MN em pacientes com doença renal 

severa em estágio final e pacientes com hemodiálise de manutenção (HM) de longo prazo 

relatou que a média de MN no grupo de pacientes em tratamento de HM de longo prazo  é 

significativamente maior (44,3+/- 13.7MN/1.000 células binucleadas -BN) que no grupo  

de controle (15.3+/- 4.7 MN/1.000 BN). Os pacientes com insuficiência renal avançada 

também apresentam um aumento da freqüência de MN em relação aos controles. A elevada 

freqüência de MN em pacientes submetidos a hemodiálise de longo prazo e com IRC 

avançada é resultante de um precário reparo do DNA (34). Um marcador que também está 

sendo utilizado para demonstrar danos oxidativos do DNA em pacientes com IRC é o 

conteúdo de 8-Hidróxido 2’-deoxiguanosina (8-OHdG), detectado em DNA obtido a partir 

de leucócitos periféricos por um método de detecção eletroquímico. Um aumento dos 
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níveis de 8-OHdG no DNA dos leucócitos periféricos ocorre com a perda crônica da função 

renal, o qual é gradual com a sua progressão e agravado ainda mais com a diálise peritonial 

(35). 

Entretanto, a macromolécula celular que é o maior alvo do estresse oxidativo 

resultante do estado urêmico é o DNAmt. O estudo do genoma mitocondrial tem sido útil 

para identificar mutações que podem contribuir para a suscetibilidade à hipertensão em 

negros americanos com doença renal terminal. Nesse sentido, foi realizada a análise 

sistemática do genoma mitocondrial de 58 pacientes com essas características e de 58 

indivíduos com pressão arterial normal, através de uma análise de restrição de alta 

resolução (36). Este estudo foi o primeiro relato de um aumento na prevalência de 

variações do genoma mitocondrial em indivíduos com hipertensão. Portanto, o DNAmt 

pode ser considerado um bom marcador molecular para diversos casos de hipertensão nos 

negros americanos com IRC terminal (36). Também foram encontradas relações de 

mutações no DNAmt com a glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) (37). Para isso, 

foi realizado o mapeamento das mutações do DNAmt em biópsia renal de pacientes com 

GESF primária e de pacientes com nefropatia por IgA. A mutação que mais ocorreu nos 

tecidos renais dos pacientes foi uma deleção de 4977pb, chamada de “deleção comum” 

(37). 

Vários relatos descrevem alterações renais em pacientes que apresentam mutações 

no DNAmt. As síndromes são multissistêmicas, com diversos fenótipos distintos. Há mais 

de  100 tipos de mutações já descritas no DNAmt, muitas delas, como a A3243G e a 

deleção 4977pb podem estar relacionadas com danos renais. 
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 Além disso, têm sido feitas associações entre danos no DNA e o desenvolvimento 

de tumores no estágio final da doença renal com os efeitos tóxicos do estado urêmico ou do 

tratamento dialítico. Análises das alterações do DNAmt em amostras de rins 

comprometidos pela doença renal terminal e em células renais tumorais demonstraram um 

aumento mutacional do DNAmt de tumores, o qual pode corresponder ao nível aumentado 

de ROS nas células do parênquima renal de pacientes no estágio final da doença renal (38). 

De fato, diversos estudos têm demonstrado a presença de mutações no DNAmt em células 

cancerígenas. Alterações na atividade respiratória e anormalidades no DNAmt parecem ser 

uma característica geral de células malignas. Assim, a presença de mutações no DNAmt no 

câncer é consistente com a suscetibilidade intrínseca de danos no DNAmt e estresse 

oxidativo constitutivo (7). As mutações no DNAmt podem iniciar eventos em cascata, 

levando a um contínuo aumento na produção de ROS, uma condição que provavelmente 

favorece o desenvolvimento de tumores. Dessa forma, a alta freqüência de alterações no 

DNAmt em células cancerígenas e sua presença no estágio inicial de doenças poderiam, 

provavelmente, servir como um marcador clínico para a detecção precoce do câncer (39). 

 

1.5 Análise da deleção 4977pb do DNAmt  

 A mutação envolvendo rearranjos no DNAmt mais comum do DNAmt é a deleção 

de 4977pb, chamada de “deleção comum”, que ocorre entre as posições de nucleotídeos 

8469 a 13447 (28) e é flanqueada por uma seqüência de repetição direta de 13pb (40). Essa 

mutação remove cinco genes de tRNA e sete genes que codificam subunidades da 

citocromo c oxidase, complexo I e ATPases. Essa mutação cria uma molécula de DNAmt 

normal, embora ainda seja capaz de se replicar (18, 40, 41). Os mecanismos responsáveis 

por deleções no DNAmt ainda permanecem indefinidos. A recombinação via 
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flanqueamento direto de repetição tem sido sugerida como a principal causa de deleções 

(42). 

 A deleção 4977pb do DNAmt tem sido encontrada em diversos tecidos humanos, 

como sistema hematopoético (43), pele (44, 45), rim (37), e coração (46). Além disso, 

diversos estudos têm relacionado a presença dessa deleção com a toxicidade do estado 

urêmico. Num estudo (17) que analisou a deleção 4977pb do DNAmt no músculo 

esquelético de pacientes no estágio final da doença renal encontrou-se a deleção em 77% 

(17/22) dos pacientes, enquanto apenas 22% dos controles pareados por idade apresentaram 

a deleção. Utilizando o método de PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

semiquantitativo, foi observado que as proporções do DNAmt deletado no músculo 

também foram significativamente maiores nos pacientes do que nos controles (17). 

 Liu e colaboradores (2001) desenvolveram um estudo sobre danos de DNA em 

pacientes no estágio final de doença renal através da análise da deleção comum do DNAmt 

(27). Nesse trabalho, foram detectadas deleções no DNAmt usando folículos capilares de 

162 pacientes. A incidência da deleção 4977pb do DNAmt nos folículos capilares foi maior 

nos pacientes em estágio final da doença renal do que nos normais. Além disso, a 

incidência dessa deleção estava associada com a idade dos pacientes. Dessa forma, os 

autores acreditam que a deleção 4977pb do DNAmt dos folículos capilares pode servir 

como um biomarcador da instabilidade molecular do genoma mitocondrial de pacientes em 

estágio final da doença renal (44). 

Entretanto, as causas de estresse oxidativo no paciente urêmico, suas inter-relações 

com outros fatores endógenos, exógenos e inflamatórios são complexas e pouco 

esclarecidas, assim como as conseqüências desse estresse oxidativo, como mutações no 

DNAmt, ainda permanecem por ser elucidadas. Desse modo, o objetivo deste estudo é 
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testar a hipótese de que o estado urêmico pode aumentar os danos no DNAmt através da 

análise da prevalência da deleção 4977pb do DNAmt em células sanguíneas de pacientes 

com IRC em tratamento conservador e de pacientes com IRC submetidos a hemodiálise no 

sul do Brasil. 
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2 OBJETIVOS  

 

Geral 

-Identificar a freqüência da deleção 4977pb do DNAmt em pacientes com Doença 

Renal Crônica. 

 

Específicos 

 - Identificar a freqüência da deleção 4977pb do DNAmt em pacientes com 

Doença Renal Crônica em tratamento de hemodiálise. 

 - Identificar a freqüência da deleção 4977pb do DNAmt em pacientes com 

Doença Renal Crônica em tratamento conservador. 

 - Avaliar a associação do tempo de exposição dos pacientes à hemodiálise 

com a freqüência da ocorrência da deleção 4977pb do DNAmt 

- Avaliar a associação da idade dos pacientes com a presença da deleção 

4977pb do DNAmt.   
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3.1 Resumo 

Introdução. Danos no DNA mitocondrial (DNAmt) têm sido descritos  em pacientes com 

doença renal crônica (DRC). Estes danos podem ser avaliados através da deleção 4977pb 

do   DNAmt em diversos tecidos.   

Métodos. Identificamos a prevalência da deleção 4977pb do DNAmt através da  técnica da 

reação em cadeia da polimerase (PCR) no sangue de  pacientes com DRC em tratamento 

conservador (creatinina >2mg/dl) ou submetidos a hemodiálise.   

Resultados. A freqüência da ocorrência da deleção do DNAmt foi de 73.1% (38/52) nos 

pacientes com DRC submetidos a hemodiálise, 57.1% (27/42) nos pacientes com DRC em 

tratamento conservador e 27.8% (15/54) nos controles (P< 0.001). Não encontramos 

aumento da freqüência desta deleção em relação a idade dos pacientes com DRC (P= 0.54) 

ou ao tempo de diálise (P= 0.70).    

Conclusão. Danos no DNAmt podem ser induzidos pela DRC em especial nos pacientes 

submetidos a hemodiálise. Desta forma, a deleção 4977pb do DNAmt pode servir como um 

marcador de danos moleculares em pacientes com DRC.  

 

Palavras-chave: Doença renal crônica, deleção 4977pb, DNA mitocondrial.  
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3.2 Introdução 

 O DNA mitocondrial (DNAmt) é mais suscetível a danos, quando comparado com o 

DNA nuclear (DNAn), em virtude da perda da proteção das histonas e do precário 

mecanismo de reparo de DNA (1). Além disso, o DNAmt está localizado na membrana 

interna mitocondrial, a qual é a maior fonte intracelular de espécies de oxigênio reativo 

(ROS- reactive oxygen species) (2, 3). 

 No metabolismo aeróbico normal aproximadamente 5% do oxigênio consumido 

pelas mitocôndrias é revertido em radicais livres (4), os quais provocam danos oxidativos 

no DNAmt, ocasionando, dessa forma, mutações (5, 6, 7). Esses danos no DNAmt podem 

também inibir a fosforilação oxidativa e, assim, contribuir para o envelhecimento celular 

(8,9). As mutações no DNAmt podem ser mudanças de base única ou associadas a grandes 

deleções e rearranjos (10). 

O rearranjo mais comum do DNAmt é uma deleção de 4977pb, chamada de 

“deleção comum”, que ocorre entre os nucleotídeos 8469 e 13447 (11). Essa deleção por 

ser cumulativa,  tem sido encontrada em diversos tecidos humanos, como pele (12, 13), 

sistema hematopoético (14), rim (15) e coração (16).  

A deleção comum pode ser induzida em células de tecidos que são expostos aos 

metabólitos tóxicos relacionados com o estágio final da doença renal (17). Isso pode 

ocorrer em razão de um aumento do estresse oxidativo ao qual os pacientes urêmicos estão 

cronicamente expostos, pois este estado da doença provoca um distúrbio no sistema 

antioxidante (18).  

 

 



 30

 No entanto, até hoje, nenhum estudo identificou  a deleção 4977pb do DNAmt em 

células sanguíneas de pacientes com DRC. Assim, para testar a hipótese de que o estado 

urêmico pode aumentar os danos no DNAmt, investigou-se a prevalência da deleção 

4977pb do DNAmt em células sanguíneas de pacientes com doença renal crônica (DRC) 

em tratamento conservador e pacientes submetidos a hemodiálise.  

 

3.3 Material e Métodos 

Pacientes 

 Trata-se de um estudo transversal realizado no período de março de 2004 a 

dezembro de 2005. Foram avaliados 148 pacientes  de centros de hemodiálise no estado do 

Rio Grande do Sul, Brasil.  Amostras de sangue periférico foram coletadas de 52 pacientes 

com DRC submetidos a hemodiálise três vezes por semana para manter um mínimo de 

KT/V de uréia de 1.2 por sessão. Além disso, foram coletadas amostras de sangue periférico 

de 42 pacientes com DRC em tratamento conservador que  apresentavam níveis de 

creatinina acima de 2mg/dl . A doença de base dos dois grupos de pacientes estão descritas 

na Tabela 1. O grupo controle foi composto por amostras de sangue periférico de 54 

amostras de indivíduos saudáveis do Banco de Sangue do Hospital das Clínicas de Porto 

Alegre. Os pacientes submetidos à hemodiálise e os pacientes com DRC em tratamento 

conservador foram pareados com os controles quanto ao sexo, etnia e ajustados quanto a 

idade. 

O protocolo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética do Grupo de Pesquisa e 

Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre e o consentimento informado foi 

obtido de todos os participantes do estudo.  
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Extração de DNA 

 O DNA genômico foi isolado de leucócitos pela técnica de desproteinização 

diferencial (19), método que se baseia na lise das células sanguíneas através de detergente 

não iônico (Surfact-Amps NP-40 – Pierce), desnaturação das proteínas com sulfato de 

sódio (SDS) a temperatura adequada (50 – 60 ºC), precipitação das proteínas com solução 

saturada de cloreto de sódio (NaCl 6M) e precipitação do DNA utilizando etanol absoluto. 

As amostras de DNA foram quantificadas no aparelho Gene Quant-Pro Amersham 

Pharmacia Biotech Inc. (Cambridge, UK) e diluídas a uma concentração final de 100 ng/μl. 

 

Síntese de oligonucleotídeos  

A síntese dos oligonucleotídeos foi realizada pela Integrated DNA Technologies, 

Inc. (USA) Os primers utilizados nesse estudo são: DELCOM_1 (sense) 

5’ACTACCACCTACCTCCCTCACC3’ e DELCOM_2 (antisense) 

5’GCTTGTCAGGGAGGTAGCGATG3’, conforme previamente foi descrito por 

Yamagata et al, 2002.  

 

Amplificação por PCR 

As reações de amplificação foram feitas num volume final de 25 µl, contendo 

aproximadamente 100 ng de DNA genômico, 10 pmol de cada primer, 0,2 mM de cada 

deoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 mM Tris-HCl (pH8.3), 50 

mM de KCl, 3 mM de MgCl2 e 1.25 U de Taq DNA polimerase.  

As condições de amplificação adequadas ao polimorfismo estudado foram as 

seguintes: 94 °C por 10 minutos, 30 ciclos de 94 ºC por 1 minuto (desnaturação), 67 ºC por 
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30 segundos (anelamento) e 72º C por 30 segundos (extensão) e um ciclo de 72 °C por 5 

minutos. 

Uma amostra de DNA (extraído de tecido muscular) de um paciente com deleção 

4977pb do DNAmt confirmada pela técnica de Southern Blot, o qual apresenta uma doença 

mitocondrial, foi usada em cada reação de PCR.  Dessa forma, pôde-se concluir que o 

fragmento de DNA amplificado pelo PCR realmente representava o fragmento mutante 

gerado pela deleção 4977pb do DNAmt. Além disso, para confirmar os resultados obtidos, 

as amostras foram feitas em duplicata. A amplificação de 160pb representava o fragmento 

mutante. 

As reações de amplificação foram realizadas num termociclador automático MJ 

Research, Inc, modelo PTC-100 (Watertown, USA). O produto de amplificação foi 

verificado em gel de agarose 1.5 % corado com solução de brometo de etídeo, o qual foi 

fotografado pelo programa Kodak Digital Science® (Rochester, USA). 

 

Análise estatística 

 Foram avaliadas as freqüências, contagens e percentuais para as variáveis 

categóricas e média e desvio-padrão para as variáveis quantitativas. Na presença de 

assimetria utilizaram-se mediana e amplitude interquartil. Variáveis quantitativas foram 

comparadas pela análise de variância seguida de teste de Tukey. Para comparar a 

ocorrência da deleção entre os três grupos foi utilizado inicialmente o teste de qui-quadrado 

seguido de um teste de post-hoc específico segundo proposto por Zar. Para ajustar para o 

potencial efeito de confusão da idade na relação entre freqüência da deleção 4977pb do 

DNAmt e grupos de função renal foi elaborado um modelo de regressão logística. Todos os 
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cálculos foram processados pelo software SPSS 8.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). O valor p 

<0.05 foi considerado significativo.  

 

3.4 Resultados 

Os grupos estudados são homogêneos em relação ao gênero e composição étnica 

(Euro-Brazilian or Afro-Brazilian), não se observando nenhuma diferença relevante em 

termos estatísticos, apresentando os respectivos valores p= 0.08 e p= 0.3. 

 Utilizando a técnica de PCR com os primers descritos anteriormente, a deleção 

4977pb do DNAmt no DNA total de células sanguíneas foi demonstrada pela presença de 

um fragmento mutante de 160pb. Nos indivíduos que não apresentaram a deleção esta 

banda não foi observada (Fig. 1). 

A freqüência da deleção 4977pb do DNAmt calculada pelo teste de tendência linear 

ajustado para a idade foi diferente nos três grupos avaliados (P< 0.001). Sendo maior nos 

pacientes com DRC em hemodiálise (73.1%), seguida pelos pacientes com DRC em 

tratamento conservador (57.1%) e dos controles (27.8%) (Fig. 2). 

No que se refere ao impacto da idade, nos vários grupos estudados, observamos, 

através do modelo logístico, que há um aumento da ocorrência da deleção 4977pb do 

DNAmt  nos grupos de pacientes submetidos a hemodiálise e também naqueles em 

tratamento conservador em relação ao grupo controle. Não foi observado aumento da 

mutação em relação à idade dos pacientes  avaliados (P= 0.54). 

O modelo de regressão logística também mostrou que o odds de ocorrência no 

grupo de pacientes com DRC submetidos ao tratamento de hemodiálise e de pacientes com 

DRC em tratamento conservador foi 6.4 e 3.1 vezes maior em relação ao grupo de controle, 
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respectivamente. A Tabela 1 mostra as características e a detecção da deleção 4977pb do 

DNAmt na população em estudo. 

Dentro do grupo de pacientes submetidos a hemodiálise, foi avaliado se o tempo de 

exposição ao tratamento (maior ou menor que 24 meses) poderia influenciar na prevalência 

da mutação. Apesar de ter sido observado uma tendência do aumento da freqüência da 

deleção em pacientes com DRC submetidos a hemodiálise há mais de 24 meses, a diferença 

não foi significativa (p= 0.7). 

 

3.5 Discussão 

Neste estudo encontrou-se que a freqüência da deleção 4977pb do DNAmt acumulada 

em células sanguíneas  é maior nos pacientes com DRC submetidos a hemodiálise e mesmo 

nos pacientes em tratamento conservador do que nos controles saudáveis pareados pela 

idade, sexo e etnia. 

Esses achados podem ser em decorrência de danos oxidativos no genoma mitocondrial 

que têm sido indicados como um dos maiores fatores contribuintes para o declínio 

funcional da fosforilação oxidativa (1). O paciente com DRC pode ser caracterizado por 

apresentar alterações qualitativas e quantitativas em todos os sistemas orgânicos. As 

alterações mais pronunciadas ocorrem nos sistemas cardiovascular, neuromuscular, 

osteoarticular, hematológico e imunológico. A síndrome urêmica resulta num desequilíbrio 

entre os sistemas antioxidante e oxidante, levando a um estado de estresse oxidativo (18). A 

retenção de substâncias potencialmente tóxicas, como compostos orgânicos no soro 

urêmico, pode ser responsável pela toxicidade clínica, visto que esses compostos tendem a 

gerar radicais livres orgânicos durante o metabolismo oxidativo (17). 
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O distúrbio entre os sistemas antioxidante e oxidante ocorre no início do curso da DRC, 

aumentando gradualmente com a sua progressão e sendo exacerbado pela diálise. Isso 

ocorre porque a hemodiálise gera espécies reativas de oxigênio (ROS- reactive oxygen 

species) e, por isso, age como um promotor do estresse oxidativo. De fato, tem sido 

demonstrado que a enzima antioxidante superóxido dismutase CuZn não é afetada em 

pacientes com DRC não dialisados, mas é profundamente diminuída em pacientes 

dialisados. Essa constatação sugere que a diálise promove um estresse oxidativo adicional 

(18).  

Alguns estudos têm demonstrado que alterações no DNAn  estão presentes no sangue e 

em tecidos de pacientes urêmicos e podem desempenhar um papel importante na 

patogênese desta doença (20, 21, 22, 23, 24). Além disso, um aumento na incidência dessas 

alterações pode provocar um maior risco de desenvolvimento de câncer (20, 23). O DNAmt 

apresenta uma alta razão mutacional. Quando comparado com o DNAn, a freqüência de 

mutações do DNAmt é de 10 a 1000 vezes maior (25), o que se deve ao fato de poder ser 

facilmente danificado por radicais livres em virtude de sua localização na membrana 

interna mitocondrial, da perda da proteção das histonas e do precário mecanismo de reparo 

de DNA (1, 10). 

A acúmulo da deleção 4977pb do DNAmt em pacientes no estágio final da doença renal 

foi demonstrada anteriormente em um estudo que analisouo DNAmt extraído de músculo 

esquelético (17) e em folículos capilares (13). Lim e colaboradores demonstraram a deleção 

4977pb do DNAmt em 77% dos pacientes no estágio final da doença renal, ao passo que 

apenas 22% dos controles normais pareados por idade eram portadores da deleção. Assim 

como no nosso estudo, no estudo de Liu e colaboradores a incidência dessa deleção 

também foi maior nos pacientes no estágio final da doença renal do que nos controles. 
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Este é o primeiro estudo que detectou a presença da deleção 4977 pb do DNAmt em 

células de sangue periférico de pacientes com DRC ambulatoriais e em pacientes com IRC 

submetidos ao tratamento de hemodiálise. Em contraste com as observações de que células 

sanguíneas periféricas proliferativas têm porcentagens mais baixas de DNAmt mutado em 

relação a tecidos pós-mitóticos como músculo esquelético (17, 26), tem sido demonstrado 

que danos no DNAmt podem ocorrer também em células sanguíneas que sobrevivam tempo 

suficiente para acumular mutações no DNAmt (16, 27). É bem conhecido que cerca de 49% 

dos linfócitos circulantes têm uma vida que excede seis meses e alguns estudos têm 

demonstrado que alguns linfócitos persistem por mais de trinta anos (27).  

Os mecanismos responsáveis por deleções no DNAmt ainda permanecem indefinidos. 

A recombinação via flanqueamento direto de repetição tem sido sugerida como a principal 

causa de deleções (28). A deleção 4977pb do DNAmt ocorre entre as posições de 

nucleotídeos 8482 e 13459. Esta mutação remove cinco genes de tRNA e sete genes que 

codificam subunidades do citocromo c oxidase, complexo I e ATPases. A mutação cria 

uma molécula de DNAmt anormal, embora ainda seja capaz de se replicar (8, 29, 30). 

 Concordando com os resultados de Zhang e colaboradores, o presente estudo mostrou 

que é possível detectar um fragmento específico mutante gerado pela deleção 4977pb do 

DNAmt com apenas um par de primer. Neste estudo, 100ng de DNA total em cada amostra 

foram suficientes para detectar o fragmento de 160pb gerado pela deleção 4977pb do 

DNAmt. 

 No estudo de von Wurmb e colaboradores, para cada amostra analisada, 500ng do 

DNA total foram utilizados para a detecção de quatro diferentes fragmentos específicos de 

deleção. Os fragmentos menores apresentaram uma maior eficiência de amplificação que os 

maiores, fragmentos específicos de deleção foram demonstrados em 52% das amostras de 
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doadores saudáveis e de indivíduos que morreram por causas agudas sem achados 

patológicos em órgãos.  

Nossos resultados sugerem que uma proporção do DNAmt existente em células do 

sangue periférico de pacientes com DRC em tratamento conservador e em pacientes 

submetidos a hemodiálise pode apresentar danos moleculares. Também foram observadas 

diferenças significativas na freqüência da deleção 4977pb do DNAmt entre os grupos de 

pacientes e indivíduos saudáveis.  

Conseqüentemente, estudos futuros com pacientes com DRC, incluindo a investigação 

de outras mutações do DNAmt e análise de DNAmt em outros tecidos, são necessários para 

investigar o papel da disfunção mitocondrial na patogênese da DRC assim como o possível 

papel de marcador de danos moleculares secundários ao estresse oxidativo que essas 

mutações tenham, possibilitando seu uso diagnóstico e/ou prognóstico. 
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Tabela 1. Doença de base dos pacientes com DRC submetidos a hemodiálise e pacientes 

com IRC em tratamento conservador 

 

Pacientes em 

Doença de Base hemodiálise 

N (%) 

tratamento conservador 

N (%) 

Diabetes 8 (19.0) 23 (44.2) 

Hipertensão  6 (14.3) 11 (21.1) 

Glomerulonefrites 8 (19.0) 2 (3.9) 

ADPKD 1 (2.4) 2 (3.9) 

Uropatia obstrutiva 7 (16.7) 1 (1.9) 

Outras 9 (21.4) 9 (17.3) 

Causa desconhecida 3 (7.2) 4 (7.7) 
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Tabela 2. Características da população em estudo e detecção da deleção 4977pb do 

DNAmt. 

 Controles 

(n=54) 

TC 

(n=42) 

HD 

(n=52) 

p-valor 

Idade (anos) 

media ± DP 

40 ± 17 55 ± 16 54 ± 14 < 0.001 

Sexo, n (%)    0,08 

Feminino 26 (48) 25 (60) 19 (37)  

Masculino 28 (52) 17 (40) 33 (63)  

Etnia    0,3 

Euro-Brazilian 37 (68) 33 (79) 34 (65)  

Afro-Brazilian 17 (32) 9 (21) 18 (35)  

Deleção 4977pb      

Detecção, n (%) 15 (28) 24 (57) 38 (73) < 0.001* 

TC = pacientes com DRC em tratamento conservador 

 HD = pacientes com DRC submetidos a hemodiálise 

* Dado ajustado para a idade. 
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Fig 1. Gel de agarose dos produtos do PCR amplificados do DNAmt para análise da 

deleção 4977pb em células sanguíneas. Linha 1 é um ladder de 50-pb; linha 2 controle 

normal (sem fragmento mutante de 160pb gerado pela deleção); linha 3-5 pacientes com a 

banda de 160pb; indicando a presença da deleção 4977pb do DNAmt. 
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Fig 2. Comparação da freqüência da deleção 4977pb do DNAmt em células sanguíneas  

nos três grupos em estudo. Controles (sujeitos saudáveis), TC (pacientes com DRC em 

tratamento conservador) e HD (pacientes com DRC submetidos a hemodiálise). O valor p 

foi obtido pelo teste de qui-quadrado. Nas comparações post-hoc foi observado: controles 

vs TC P<0.05; controles vs HD p<0.001 e TC vs HD p>0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 48

4 ARTIGO EM INGLÊS 
 
 
Prevalence of 4977bp deletion in mitochondrial DNA from patients with 
chronic renal disease receiving conservative treatment or hemodialysis in 

southern Brazil  
 

Liana Bertolin Rossato1, Ane Cláudia Fernandes Nunes1, Maria Luiza Saraiva Pereira2, 

Claus Dummer1, Vagner Milani1, Daiana Benck Porsch1 and Elvino José Guardão Barros1 

 

 

 
1 Graduate Program in Medical Science: Nephrology – Federal University of Rio Grande 

do Sul (UFRGS)  
2 Genetics Department - Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) 

Porto Alegre – Rio Grande do Sul, Brazil 
 

 

 

 

Corresponding author: 

Liana Rossato 

Hospital de Clinicas de Porto Alegre / Hemodialysis Service 

Rua Ramiro Barcelos, 2350 – 2º andar 

CEP: 90035-003 

Telephone: + 55-51- 2101-8295 

Fax: + 55-51-2101-8121 

E-mail: liana_rossato@yahoo.com.br 
 

 

Running title: Mitochondrial DNA mutation and chronic renal disease 

 

Submitted to Nephrology Dialysis Transplantation – Impact Factor: 2.607 



 49

4.1 Abstract 

Background. Damage to mitochondrial DNA (mtDNA) has been described in patients with 

chronic renal disease (CRD). The presence of mtDNA 4977bp deletion in many different 

tissues can serve as a marker of this damage.  

Methods. Polymerase chain reaction techniques (PCR) were used to identify the prevalence 

of 4977bp deletion in mtDNA from the blood of hemodialysis patients or patients with 

CRD receiving conservative treatment.  

Results. The frequency of 4977bp deletion in mtDNA was 73.1% (38/52) in patients 

undergoing hemodialysis, 57.1% (27/42) in patients with CRD receiving conservative 

treatment and 27.8% (15/54) in control samples (P< 0.001). Higher frequencies of this 

mutation were not associated with patient age (P= 0.54) or time on dialysis (P= 0.70).  

Conclusion. Damage to mtDNA can be induced in CRD, especially in patients undergoing 

dialysis. Thus, mtDNA with 4977bp deletion can serve as a marker of molecular damage in 

patients with CRD. 

 

Key words: Chronic renal disease, 4977bp deletion, mitochondrial DNA.  
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4.2 Introduction 

 Mitochondrial DNA (mtDNA) is more susceptible to damage than is nuclear DNA 

(nDNA) due to its lack of histone protection and poor DNA repair mechanisms (1). In 

addition, mtDNA is located on the inner membrane of mitochondria, site of the principle 

intracellular source of reactive oxygen species (2, 3). 

 In normal aerobic metabolism, approximately 5% of the oxygen consumed by 

mitochondria is converted in free radicals (4), which provoke oxidative damage to mtDNA 

and lead to mutations (5,6,7). This damage can also inhibit oxidative phosphorylation, 

contributing to the cellular aging process (8,9). Mutations in mtDNA can be single base 

changes, but large-scale deletions and rearrangements can also occur (10).  

 The most frequent mtDNA mutation is deletion of 4977bp, called the “common 

deletion,” which occurs between nucleotides 8469 and 13447 (11). This deletion has been 

found in many human tissues, such as skin (12,13), the hematopoietic system (14), kidney 

(15) and heart (16). 

The common deletion can be easily induced in tissues exposed to the toxic 

metabolites associated with end stage renal disease (17). This is due to an increase in 

oxidative stress provoked by disruption of the antioxidant system in uremic patients (18).  

To date, however, no studies of this nature have been conducted in blood cells. 

Therefore, to test the hypothesis that the uremic state can increase the rate of mtDNA 

damage in blood cells, the prevalence of mtDNA 4977bp deletion in blood cells was 

investigated in patients with chronic renal disease (CRD) undergoing either conservative 

treatment or hemodialysis. 
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4.3 Subjects and methods 

Patients 

 A transverse study was carried out between March 2004 and December 2005, in 

which 148 patients from different hemodialysis centers in the Brazilian state of Rio Grande 

do Sul were evaluated. Peripheral blood samples were collected from 52 patients with CRD 

who were undergoing hemodialysis three times per week to maintain a minimum KT/V urea 

index of 1.2 per session. In addition, peripheral blood samples were collected from 42 

patients with CRD (creatinine >2mg/dl) under conservative treatment. The underlying 

diseases of patients in these two groups are described in Table 1. The control group was 

made up of peripheral blood samples from 54 healthy individuals. The patients undergoing 

hemodialysis and the patients with CRD under conservative treatment were matched with 

controls for sex and ethnicity and adjusted for age.  

 The Graduate Studies and Research Ethics Committee of the Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre had previously approved the research protocol and written informed consent 

was obtained from all study participants.   

 

DNA Extraction 

 Genomic DNA was isolated from leucocytes using the differential deproteinization 

method (19). In this technique, a non-ionic detergent (Surfact-Amps NP-40 – Pierce) is 

used to lyse blood cells, after which proteins are denatured with sodium sulfate at a 

temperature of 50-60ºC and precipitated using a saturated sodium chloride solution (NaCl 

6M). Finally, DNA is precipitated with absolute ethanol. DNA samples were quantified 
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using a Gene Quant-Pro Amersham Pharmacia Biotech Inc. instrument (Cambridge, UK) 

and diluted to a final concentration of 100 ng/μl. 

 

Oligonucleotide synthesis  

Oligonucleotide synthesis was performed by Integrated DNA Technologies, Inc. 

(USA). The primers used in this study were: DELCOM_1 (sense) 

5’ACTACCACCTACCTCCCTCACC3’ and DELCOM_2 (antisense) 

5’GCTTGTCAGGGAGGTAGCGATG3’, as previously described by Yamagata et al 

(2002).  

 

PCR amplification 

Amplification reactions were performed on a final volume of 25 µl, containing 

approximately 100 ng of genomic DNA, 10 pmol of each primer, 0.2 mM of each 

deoxynucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP and dTTP), 20 mM Tris-HCl (pH 8.3), 

50 mM of KCl, 3 mM of MgCl2 and 1.25 U of Taq DNA polymerase.  

The following conditions were used for adequate amplification of the polymorphism 

under study: 94 ºC for ten minutes, 30 cycles of 94ºC for one minute (denaturation), 67ºC 

for 30 seconds (annealing) and 72ºC for 30 seconds (elongation) and one cycle of 72ºC for 

five minutes. 

A DNA sample from a patient with mtDNA deletion 4977bp confirmed by Southern 

Blot was used in each PCR to verify that the DNA fragment amplified represented the 

mtDNA 4977bp deletion mutation. As further confirmation of the results, each sample was 

processed twice.   
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The amplification reactions were performed in an MJ Research, Inc. automatic 

thermocycler, model PTC-100 (Watertown, USA). The amplification product was verified 

in 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide and photographed using Kodak Digital 

Science® (Rochester, USA). 

 

Statistical analysis 

 The frequencies, counts and percentages were evaluated for categorical variables, 

with averages and standard deviations calculated for quantitative variables. In the case of 

asymmetric samples, median and interquartile amplitude values were used. Quantitative 

variables were compared using variance analysis and the Tukey test. To compare the 

occurrence of deletion between the three groups, the chi-squared test was used, followed by 

a specific post-hoc test, as was proposed by Zar. To adjust for the potential confusion factor 

of age in the relationship between 4977bp deletion frequency in mtDNA and the different 

groups of renal function, a logistical regression model was developed. All of the 

calculations were performed using SPSS 8.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL). P-values 

less than 0.05 were considered significant.    

 

4.4 Results 

The groups studied were considered statistically homogeneous in terms of sex 

(p=0.08) and ethnicity (Euro-Brazilian or Afro-Brazilian) (p=0.3).  

Using PCR techniques with the primers previously described, mtDNA deletion 

4977bp was demonstrated by the presence of a mutant fragment of 160bp. This band was 

not observed in samples from individuals who did not present the deletion (Fig. 1).   



 54

The frequency of mtDNA deletion 4977bp calculated by the age-adjusted linear 

tendency test was different for the three groups studied (p<0.001): 73.1% for patients 

undergoing hemodialysis, 57.1% for patients with CRD in conservative treatment and 

27.8% for the control group (Fig. 2). Patient age was not associated with an increase in the 

frequency of the mutation (p=0.54). 

 The logistical regression model also showed that the odds of mutation occurring in 

the group of patients undergoing hemodialysis was 6.4 times greater than for the control 

group, and 3.1 times greater for patients under conservative treatment. Table 1 shows the 

characteristics and finding of mtDNA 4977bp deletion for the study population. 

Within the group of hemodialysis patients, it was hypothesized that the length of 

time in treatment (longer than or less than 24 months) could influence the prevalence of the 

mutation. However, despite a numerical increase in the frequency of deletion in patients 

undergoing dialysis for more than 24 months, the difference was not significant (p=0.7).  

 

4.5 Discussion 

 In this study, the frequency of mtDNA 4977bp deletion in blood cells was much 

higher in patients with CRD on hemodialysis, as well as in patients under conservative 

treatment, when compared to healthy controls paired for age, sex and ethnicity.  

 These findings may be due to oxidative damage to the mitochondrial genome, which 

has been indicated as one of the primary contributing factors to functional decline in 

respiration and oxidative phosphorylation (1). Patients with CRD can be characterized by 

the presence of qualitative and quantitative changes in all organic systems. The most 

pronounced of these changes occur in the cardiovascular, neuromuscular, skeletal, 
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hematologic and immunologic systems. Uremic syndrome results in an imbalance between 

the processes of oxidation and antioxidation, leading to a state of oxidative stress (18). The 

retention of potentially toxic substances, such as organic compounds in uremic plasma, may 

be responsible for clinical toxicity, since these compounds tend to generate organic free 

radicals during oxidative metabolism (17). 

 The imbalance between antioxidation and oxidation occurs early in the course of 

CRD, gradually increasing as the disease progresses and exacerbated by dialysis. This 

happens because hemodialysis generates reactive oxygen species which promote oxidative 

stress. In fact, it has been shown that the antioxidative enzyme Cu/Zn superoxide dismutase 

is not altered in patients with CRD who do not undergo dialysis, but is drastically reduced 

in dialysis patients. This suggests that dialysis itself provokes additional oxidative stress 

(18).  

 Some studies have demonstrated that blood and tissues of uremic patients present 

changes in nDNA that may play an important role in the pathogenesis of this disease (20-

24). In addition, an increase in the incidence of these changes may increase the risk for 

developing cancer (20,23). Mitochondrial DNA has a high mutational ratio – 10 to 1000 

times higher than for nDNA (25). This is due to mtDNA’s proximity to free radicals on the 

inner mitochondrial membrane, the lack of histone protection and poor DNA repair 

mechanisms (1, 10). 

 The accumulation of mtDNA deletion 4977bp in patients with end stage renal 

disease has been previously demonstrated in skeletal muscle (17) and in hair follicles (13). 

Lim et al. demonstrated 4977bp deletion in 77% of patients in end stage renal disease, 

compared with only 22% of age-paired normal controls. Liu et al.’s study on the incidence 
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of this deletion also showed higher rates in patients with end stage renal disease than in 

controls. 

 This is the first study to detect mtDNA deletion 4977bp in peripheral blood cells of 

ambulatory CRD patients and patients with chronic kidney failure undergoing 

hemodialysis. Contrasting with observations that proliferative peripheral blood cells have 

lower proportions of mutant mtDNA than post-mitotic tissues such as skeletal muscle 

(17,26), it has been demonstrated that mtDNA damage can also occur in blood cells that 

survive long enough to accumulate mtDNA mutations (16,27). About 49% of circulating 

lynphocytes live more than 6 months, and studies show that some lymphocytes last more 

than 30 years (27). 

 The mechanisms responsible for mtDNA deletions are still undefined. 

Recombination via flanking direct repeats have been suggested as the main cause of 

deletions (28). Deletion of 4977bp in mtDNA occurs between nucleotide positions 8482 

and 13459. This mutation removes five RNAt genes and seven genes that codify 

cytochrome and oxidase subunits, complex I and ATPases. The mutation creates an 

abnormal mtDNA molecule, although it is still capable of replication (8, 29, 30). 

 Our results agreed with those of Zhang et al., showing that it is possible to detect a 

specific mutant fragment generated by the deletion of 4977bp in mtDNA with a single 

primer pair. In this study, 100ng of total DNA in each sample were sufficient to detect the 

160bp fragment generated by the mtDNA 4977bp deletion.  

 In von Wurmb et al., for each sample analyzed, 500ng of total DNA were used to 

detect four different specific deletion fragments. The smaller fragments presented a greater 

amplification efficiency than the bigger ones, and specific deletion fragments were found in 
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52% of samples from both healthy donors and individuals who died of acute causes without 

pathological findings in organs.  

 Our results suggest that a proportion of mtDNA from peripheral blood cells of 

patients with CRD under conservative treatment and those undergoing dialysis present 

molecular damage. Significant differences in the frequency of mtDNA deletion 4977bp 

were also observed between the patient groups and the healthy controls.  

 As a result, future studies with CRD patients, including investigation of other 

mtDNA mutations, should be carried out to investigate the role of mitochondrial 

dysfunction in the pathogenesis of CRD, as well as the possible diagnostic and/or 

prognostic role of these mutations as markers of molecular damage secondary to oxidative 

stress. 
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Table 1. Underlying diseases of patients with chronic renal disease undergoing 

hemodialysis and in conservative treatment 

 

Patients in 

Underlying disease hemodialysis 

N (%) 

conservative treatment 

N (%) 

Diabetes 8 (19.0) 23 (44.2) 

Hypertension  6 (14.3) 11 (21.1) 

Glomerulonephritis 8 (19.0) 2 (3.9) 

ADPKD 1 (2.4) 2 (3.9) 

Obstructive uropathy 7 (16.7) 1 (1.9) 

Other 9 (21.4) 9 (17.3) 

Unknown cause 3 (7.2) 4 (7.7) 
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Table 2. Characteristics of the study population and presence of 4977bp deletion of 

mtDNA 

 Controls 

(n=54) 

CT 

(n=42) 

HD 

(n=52) 

P-value 

Age (years) 

average ± SD 

40 ± 17 55 ± 16 54 ± 14 < 0.001 

Sex, n (%)    0.08 

Female 26 (48) 25 (60) 19 (37)  

Male 28 (52) 17 (40) 33 (63)  

Ethnicity    0.3 

Euro-Brazilian 37 (68) 33 (79) 34 (65)  

Afro-Brazilian 17 (32) 9 (21) 18 (35)  

Deletion 4977bp      

Detected, n (%) 15 (28) 24 (57) 38 (73) < 0.001* 

CT = patients with CRD in conservative treatment  

HD = patients with CRD undergoing hemodialysis 

* Data adjusted for age. 
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Fig 1. Agarose gel of PCR amplification products of mtDNA for analysis of 4977bp 

deletion in blood cells. Line 1 is a 50-bp ladder; line 2 is normal control (with no 160bp 

mutant fragment generated by deletion); lines 3-5 present the 160bp band, indicating the 

presence of mtDNA 4977bp deletion. 
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Fig 2. Comparison of the frequency of mtDNA 4977bp deletion in blood cells from the 

three study groups. Controls (healthy individuals), CT (patients with CRD in conservative 

treatment) and HD (patients with CRD undergoing hemodialysis). The p-value was 

obtained by the chi-squared test. Post-hoc comparisons showed controls vs. CT p<0.05; 

controls vs. HD p<0.001 and CT vs. HD p<0.05.   
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