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Epígrafes 
 

“One of the principal objects of theoretical research in any department of 

knowledge is to find the point of view from which the subject appears in its greatest 

simplicity” J. Willard Gibbs (*1839-1903†). 

 

Pensando no processo de pós-graduação e pesquisa no qual esta tese se inclui, 
esta epígrafe centenária, é extremamente contrastante à conduta contemporânea; 
e este contraste vale reflexão! 

 

Parece-me, que a ciência aplicada assemelha-se mais com a ciência pura do que 
a ciência básica o faz. Na pesquisa básica não se permite mais a pureza e a 
simplicidade da hipótese sobre um objeto, há de se apresentar justificativas 
grandiosas, até mesmo fantasiosas. É facilmente identificável a devassidão em 
nome do financiamento, da aparente importância social (aplicação prática), do 
reconhecimento pessoal – isto tudo é muito menos evidente na pesquisa aplicada 
– daí a maior semelhança desta com a pesquisa pura. Temo que esta sistemática 
já tenha produzido impacto negativo na formação de pessoal, o principal produto 
da pós-graduação. A pesquisa pura de interesse acadêmico precisa sobreviver, é 
ela que poderá, eventualmente, ajudar a resgatar a filosofia e o artesanato que 
havia na formação de pessoal, fatores não privilegiados no ambiente atual. 

 

Outro ponto importante é relacionado às aspirações brasileiras em ciência: o 
“Fordismo” que há nos processos acadêmicos nos E.U.A., agora é evidente na 
pós-graduação brasileira. Neste modelo, é preocupante a valorização da 
capacidade de trabalho (físico), talvez, em detrimento de outras habilidades.  
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Resumo 

A analbuminemia congênita é uma doença autossômica recessiva 

caracterizada por níveis traços de albumina plasmática (< 1 mg/mL) e sintomas 

clínicos leves. Entre as comorbidades apresentadas pelos indivíduos e ratos 

analbuminêmicos (ratos Nagase – NAR), os distúrbios no metabolismo/transporte 

de lipídeos plasmáticos são as mais marcantes. A dislipidemia associada à 

analbuminemia é caracterizada por níveis aumentados de colesterol e triglicérides, 

e déficit de ácidos graxos livres (FFA). Nesta tese, são apresentados três estudos 

independentes sobre a analbuminemia, os quais objetivaram investigar: 1) os 

mecanismos da hipertrigliceridemia e do déficit de FFA plasmático do NAR; 2) o 

metabolismo de carboidratos no NAR; 3) as funções mitocondriais no NAR. 

Também é apresentado um quarto estudo (aspectos metodológicos) sobre o uso 

do probe safranina para avaliar o potencial elétrico transmembrana mitocondrial. 

Os principais resultados destes estudos foram: Estudo um: as taxas de 

lipogênese (596 ± 40 vs. 929 ± 124 µmol 3H2O/g/h) e de secreção de triglicérides 

para o plasma (4,25 ± 1,00 vs. 7,04 ± 1,68 mg/dL/min) foram mais lentas (P ≤ 

0,05) no NAR do que no rato controle Sprague-Dawley (SDR). As injeções de 

heparina ou de albumina no NAR promoveram um aumento de FFA plasmático em 

função do tempo. Noventa minutos após a injeção de albumina, os níveis de FFA 

plasmáticos nos NAR se elevaram de 0,36 ± 0,05 para 1,34 ± 0,16 mEq/L (P ≤ 

0,05), atingindo os níveis do SDR. Estes resultados indicam que a falta de 

albumina plasmática inibe a lipólise intravascular e causa o déficit de FFA 

plasmático na analbuminemia, e que a produção hepática de triglicérides não 
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contribui para a hipertrigliceridemia no NAR. Estudo dois: a concentração de 

glicose plasmática foi similar entre os NAR e os SDR alimentados ou em jejum, 

porém a insulinemia no estado alimentado foi maior nos NAR do que nos SDR (P 

≤ 0,05). O NAR apresentou maior tolerância à glicose quando comparado ao SDR 

(P ≤ 0,05). Esta maior tolerância a glicose está associada à maior resposta 

insulinêmica à administração de glicose. Não houve diferença entre os grupos 

para a sensibilidade periférica a insulina. Apesar do conteúdo similar de glicogênio 

hepático no estado alimentado, o NAR apresentou menor conteúdo de glicogênio 

(40% do SDR) após 6 h de jejum. A injeção de piruvato (substrato neoglicogênico) 

promoveu um aumento mais rápido na glicemia do NAR em comparação ao SDR. 

Deste modo, os resultados indicam que o NAR apresenta metabolismo de glicose 

acelerado. Estudo três: a capacidade de retenção de Ca2+ pelas mitocôndrias 

isoladas do fígado do NAR aos três meses de idade foi ~50% daquela do SDR. 

Esta variável não se diferiu entre os grupos quando avaliada aos 21 dias de vida 

dos ratos. Foi observada uma depleção de ~20% no conteúdo de  nitrosotiol e um 

aumento de ~30% na expressão de ciclofilina D nas mitocôndrias de fígado do 

NAR. Nenhuma das variáveis relacionadas ao estado redox mitocondrial diferiu 

entre NAR e SDR, tais como: o conteúdo de tióis reduzidos, de glutationa total, a 

taxa de liberação de H2O2, e o estado reduzido de NAD(P)H. Com isso, conclui-se 

que a maior expressão de ciclofilina D, um componente importante no processo de 

transição de permeabilidade mitocondrial, e o menor conteúdo de nitrosotiol nas 

mitocôndrias dos NAR podem explicar a sua menor capacidade de retenção de 

Ca2+.  
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Abstract 

Congenital analbuminemia is a rare autosomal recessive disorder 

characterized by a trace level of albumin in blood plasma and mild clinical 

symptoms. Analbuminemic patients and rats (Nagase analbuminemic rats – NAR) 

present associated abnormalities, among which the disturbances in plasma lipid 

metabolism and transport are hallmarks. The dyslipidemia associated with 

analbuminemia comprises a unique plasma lipid profile (i.e. high cholesterol and 

triglycerides, but a severe free-fatty acids deficiency). Three independent works on 

analbuminemia are presented in this PhD thesis, whose aims were: 1) to 

investigate the mechanisms of NAR hypertriglyceridemia and plasma free-fatty 

acids deficiency; 2) to study carbohydrate metabolism in NAR; 3) to evaluate 

mitochondrial (dys)function in NAR. Also, a methodological study about the use of 

the dye safranine as a fluorescent probe for the assessment of mitochondrial 

transmembrane electrical potential is presented in this thesis. The main results 

from these studies were: Study one: lipogenesis (596 ± 40 vs. 929 ± 124 µmol 

3H2O/g/h) and triglyceride secretion rates (4.25 ± 1.00 vs. 7.04 ± 1.68 mg/dL/min) 

were slower (P ≤ 0.05) in fasted NAR than in control Sprague-Dawley rats (SDR). 

The injection of either heparin or albumin elicited an increase in NAR plasma FFA 

levels over time. FFA levels reached control levels 90 min after the albumin 

administration into NAR, increasing from 0.36 ± 0.05 to 1.34 ± 0.16 mEq/L (P ≤ 

0.05). These results indicate that the lack of plasma albumin inhibits intravascular 

lipolysis and causes the FFA deficit observed in NAR. Moreover, hepatic 

triglyceride output seems not to contribute to NAR hypertriglyceridemia. Study 
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two: plasma glucose levels were similar between fed and fasted NAR and SDR, 

but fed insulinemia was higher in NAR than in SDR (P ≤ 0.05). NAR displayed 

increased glucose tolerance compared to SDR (P ≤ 0.05). This enhanced glucose 

tolerance was associated with higher insulinemia after the glucose load, and with 

similar insulin sensitivity between the groups. Despite similar liver glycogen content 

in fully fed condition, NAR had lower glycogen content (40% of control) after 6-h 

fasting. The injection of pyruvate (gluconeogenic substrate) elicited a faster rise in 

glycemia of NAR than in SDR. Therefore, NAR display enhanced glucose 

metabolism. Study three: the Ca2+ retention capacity of the liver mitochondria 

isolated from 3-month-old NAR was about 50% that of the control. Interestingly, the 

assessment of this variable in 21-day-old NAR and SDR indicated that the 

mitochondrial Ca2+ retention capacity was preserved at this age. A 20% decrease 

in mitochondrial nitrosothiol content and a 30% increase in cyclophilin D 

expression were observed in NAR liver mitochondria. None of the variables related 

to mitochondrial redox state differed between the controls and NAR, i.e., namely 

the contents of reduced mitochondrial membrane protein thiol groups and total 

glutathione, H2O2 release rate, and NAD(P)H reduced state. We conclude that the 

higher expression of cyclophilin D, a major component in the mitochondrial 

permeability transition process, and decreased nitrosothiol content in NAR 

mitochondria may underlie their lower Ca2+ retention capacity. 
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1. Introdução   

 A albumina é a proteína mais abundante do plasma sanguíneo, 

compreendendo aproximadamente 60% do total de proteínas [1]. Ela é secretada 

pelo fígado para a circulação sanguínea na taxa de ~200 mg/kg/dia [2], e seu 

tempo de meia vida na circulação é de ~19 dias [1]. A albumina não se confina 

somente ao plasma. Há evidências que o total de albumina corporal é distribuído 

pelos compartimentos corporais e tecidos. Quantitativamente, o plasma sanguíneo 

detém a maior quantidade de albumina corporal, enquanto a pele e a musculatura 

esquelética contêm aproximadamente 80% do conteúdo de albumina 

extravascular no corpo. Nos outros tecidos, somente quantidades traços são 

observadas [1]. 

 Inúmeras funções são atribuídas à albumina plasmática, entre as mais 

reconhecidas estão: a) maior determinante da pressão coloidosmótica do plasma, 

e deste modo da distribuição dos fluidos entre o compartimento circulatório e o 

espaço intersticial; b) seu papel como carreadora de várias substâncias corpóreas 

(ácidos graxos, bilirrubina, hormônios da tireóide, cálcio, cobre e outras) e 

xenobióticos (toxinas, drogas e seus metabólitos) - sua afinidade de ligação a 

vários desses ligantes é especialmente importante para o transporte de 

substâncias pouco solúveis em meio aquoso (ex. ácidos graxos) e para reduzir a 

fração livre e o clearance de outras substâncias, inclusive as tóxicas (ex. 
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bilirrubina, fármacos) [1]1. Além destas funções, a albumina desempenha também 

outros papéis menos compreendidos e divulgados, como aqueles derivados de 

suas propriedades antioxidantes e citoprotetoras [3-5]. Experimentos in vitro 

indicam que a albumina inibe a oxidação de lipoproteína de baixa densidade (LDL) 

[3] e que também confere citoproteção em condições de agressão celular [4, 6]. 

Também há estudos in vivo que suportam a atribuição de uma função antioxidante 

à albumina, tais estudos mostram a oxidação aumentada das moléculas de 

albumina em doenças crônico-degenerativas [7, 8] e o aumento de produtos de 

peroxidação lipídica no plasma de ratos analbuminêmicos [9]. Um estudo recente 

realizado com hepatócitos isolados indica um novo papel para a albumina: 

transnitrosilação de proteínas celulares [4]. Neste estudo, foi observado que na 

presença de albumina há aumento da nitrosilação de proteínas intracelulares 

quando há s-nitrosotióis no ambiente extracelular. 

 Há condições fisiopatológicas onde a concentração de albumina plasmática 

está alterada em relação à faixa de referência que é de 30 a 54 mg/mL. 

Hiperalbuminemia geralmente reflete desidratação, enquanto a hipoalbuminemia 

pode ser uma alteração comum a várias doenças (ex: nefrose, hepatopatias) [10]. 

É importante ressaltar que a hipoalbuminemia é um fator de risco independente 

para doenças cardiovasculares e mortalidade de todas as causas [11]. 

 Apesar da albumina exercer diferentes papéis fisiológicos no organismo, a 

vida humana e a de ratos é viável mesmo na ausência quase completa (< 1 

                                                           
1
 Uma revisão completa de todos os aspectos relacionados à albumina pode ser encontrada no livro “All 

about albumin” escrito por T. Peter. A CAPES disponibiliza acesso completo a este livro através da editora 

Elsevier. 
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mg/mL; faixa referência = 30-54 mg/mL) da albumina plasmática (i.e. 

analbuminemia) [12, 13]. Os primeiros casos de analbuminemia congênita ou 

familiar foram descobertos em 1954 por Benhold; esta doença é caracterizada 

pela ausência de albumina plasmática (< 1 mg/mL) associada a não perda de 

albumina pelo intestino ou pela filtração renal [12, 14]. A analbuminemia deriva de 

mutações no gene da albumina que levam a não síntese e secreção da mesma 

para o plasma [15]. Apesar de não haver dados absolutamente fidedignos, 

acredita-se que a freqüência de analbuminemia congênita seja de 

aproximadamente de um para um milhão de nascimentos [14, 15]. Nos 

aproximadamente 50 casos de analbuminemia congênita relatados na literatura, 

diferentes mutações do gene da albumina e comorbidades já foram descritas [14, 

15]. As comorbidades mais comuns são dislipidemia, edema de membro inferior, 

fadiga, infecções recorrentes e lipodistrofia em mulheres [14, 16]. Em função da 

analbuminemia ser uma doença rara entre os humanos, o melhor entendimento 

das alterações secundárias se deu pelo estabelecimento de uma colônia de ratos 

mutantes analbuminêmicos [13, 16]. Estes ratos Nagase analbuminêmicos (NAR) 

são derivados da linhagem de ratos Sprague-Dawley (SDR) e carregam uma 

mutação no gene da albumina, imitando bem a etiologia e várias comorbidades da 

doença humana [16]. A subsessão 1.1 desta sessão de introdução (Pág. 18) 

revisa mais detalhadamente as mutações genéticas que causam a analbuminemia 

humana e do rato. 

Em geral, a analbuminemia produz sintomas clínicos leves, porém várias 

alterações subclínicas podem ser observadas tanto no rato quanto no homem. 
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Dentre estas alterações, a mais marcante, em ambas as espécies, é a dislipidemia 

[12, 14, 16-18]. A dislipidemia secundária à analbuminemia caracteriza-se pelos 

altos níveis plasmáticos de lipoproteínas, triglicérides, colesterol e pelo déficit de 

ácidos graxos livres (FFA) [14, 16, 19]. De fato, este déficit de FFA associado à 

hipertrigliceridemia é um perfil lipídico bastante singular. 

A dislipidemia é um fator de risco clássico para doenças cardiovasculares e 

também pode causar lesões em outros órgãos como rins e fígado [20]. Há também 

uma importante associação entre hipertrigliceridemia e resistência periférica a 

insulina [21]. 

Os mecanismos da dislipidemia secundária à analbuminemia, 

especialmente os que delineiam o déficit de FFA plasmático, bem como suas 

prováveis repercussões metabólicas, ainda não são totalmente compreendidos. A 

subsessão 1.2 desta sessão de introdução (Pág. 20) contém uma revisão mais 

extensa da dislipidemia do NAR. 

Recentemente, o grupo do professor Anibal Vercesi descreveu algumas 

alterações mitocondriais em dois modelos de dislipidemia primaria, o camundongo 

hipertrigliceridêmico (transgênico para ApoCIII) e o camundongo 

hipercolesterolêmico (knockout para o receptor de LDL) [22-26]. As alterações de 

função mitocondrial foram específicas para cada modelo. No camundongo 

hipertrigliceridêmico, a alteração mais marcante foi a maior taxa de respiração 

mitocondrial de repouso promovida pela ativação redox do canal mitocondrial de 

potássio sensível a ATP, a qual resultou no aumento da taxa metabólica de 

repouso do animal [22-24]. Diferentemente, o camundongo hipercolesterolêmico 
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apresentou maior taxa de geração mitocondrial de H2O2 e inabilidade da 

mitocôndria sustentar o NADP no estado reduzido; estas duas alterações sendo 

conseqüência da depleção de substrato mitocondrial associado à redução 

enzimática de NADP (i.e. citrato e isocitrato) [25, 26]. 

A disfunção mitocondrial comum entre estes dois modelos foi a maior 

susceptibilidade a transição de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca2+ 

(MPT) [22, 25]. MPT é um processo induzido pelo acúmulo mitocondrial de Ca2+ 

que resulta na permeabilização não seletiva da membrana mitocondrial interna, 

permitindo a passagem de solutos com massa molecular de até 1,5 kDa [27-29]. 

Como consenquência desta permeabilização, ocorre inchamento osmótico da 

organela, dissipação do potencial elétrico transmembrana e falência energética, 

ruptura da membrana mitocondrial externa, e liberação de fatores apoptogênicos 

para o citoplasma da célula [29, 30]. Apesar de muitas propriedades do processo 

de MPT terem sido estabelecidas somente in vitro, hoje, há um enorme corpo de 

evidências de que este processo está envolvido em várias condições patológicas 

(ex. Dano causado por isquemia-reperfusão de tecidos) [29, 31-33]. A natureza 

molecular do poro formado na membrana mitocondrial interna pelo processo de 

MPT não é conhecida, mas quanto a sua regulação, sabe-se que algumas 

proteínas (ciclofilina D e o translocador de adenina nucleotídio - ANT), estresse 

oxidativo e nitrosilação de proteínas tem participação central no processo de MPT 

[27, 29, 34-37]. A ciclofilina D presente na matriz mitocondrial é uma proteína 

chave neste processo. Sua inibição farmacológica ou deleção genética resulta em 

menor susceptibilidade ao MPT induzida por Ca2+ e em citoproteção sob 
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condições catastróficas (ex. isquemia-reperfusão) [29, 35, 38]. O ANT, proteína 

que catalisa o antiporte ATP-ADP através da membrana mitocondrial interna, 

assume uma conformação na presença de ATP ou ADP que afeta profundamente 

a susceptibilidade da mitocôndria sofrer o processo de MPT (i.e. confere inibição 

do processo) [39]. Estudos bastante recentes tem mostrado a importância dos 

nitrosotióis mitocondriais no processo de MPT [34, 36]. O mais importante deles, 

publicado este ano, indicou que a modulação da ciclofilina D sobre o MPT se dá 

pela nitrosilação de um único resíduo de cisteína desta proteína [35]. 

Nesta tese, são apresentados, na forma de artigos independentes, três 

estudos conduzidos com o rato Nagase analbuminêmico (NAR) que objetivaram 

investigar: 1) os mecanismos da hipertrigliceridemia e do déficit de FFA 

plasmático; 2) a provável repercussão deste perfil lipídico raro (i.e. 

hipertrigliceridemia e déficit de FFA plasmático) sobre o metabolismo de 

carboidratos; 3) as (dis)funções mitocondriais frente à dislipidemia secundária do 

NAR. 
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1.1 Revisão sobre as mutações genéticas que causam analbuminemia 

Há atualmente cerca de 80 mutações na albumina humana descritas na 

literatura. A maioria destas mutações é benigna e compreende alterações pontuais 

em resíduos de aminoácidos. Somente 15 destas mutações resultam em 

analbuminemia. As mutações que resultam em analbuminemia foram identificadas 

através do seqüenciamento do DNA de 40 indivíduos diagnosticados com a 

doença (diagnóstico realizado pela análise das proteínas plasmáticas, geralmente 

por eletroforese). As alterações moleculares do gene da albumina nos indivíduos 

analbuminêmicos são bastante heterogêneas, envolvendo defeitos na região 

codificante do gene da albumina e da junção exon-intron, entre elas: mutações 

non sense, splice-site mutation, frameshift insertion, frameshift deletions e reading 

frameshift. As mutações em heterozigose causam um fenótipo intermediário para 

a albuminemia (i.e. albumina plasmática de 28-35 mg/mL; refência = 30-54 mg/mL 

e valor médio = 42 mg/mL) [15, 40]. Quando em homozigose, a deficiência de 

albumina plasmática é tão severa que os métodos comumente empregados para 

dosagem de albumina plasmática não conseguem detectar os valores. O método 

colorimétrico utilizado em laboratório clínico para dosagem de albumina 

plasmática não apresenta validade na analbuminemia (alguns interferentes 

produzem valores falsamente elevados) [41]. Faz-se necessário o uso de métodos 

imunológicos de detecção da albumina plasmática ou de eletroforese de proteínas 

plasmática para a correta avaliação da analbuminemia [41]. 

As 15 diferentes mutações que resultam em analbuminemia ocorreram em 7 

diferentes países, e desta forma, acredita-se que não estejam relacionadas e 

ocorreram espontaneamente [15]. É importante realçar que um grande contingente 

de indivíduos analbuminêmicos são filhos de casamentos consangüíneos, onde os 

pais eram, presumivelmente, heterozigotos para mutações relacionadas à 

analbuminemia [15].  

Em relação à mutação dos ratos Nagase analbuminêmicos, primeiro 

identificou-se que não havia RNA mensageiro para a albumina no fígado destes 

animais[42], mas o mecanismo que determinava a ausência de RNA mensageiro 

não foi desvendado. Três anos mais tarde, o mesmo grupo de pesquisadores 
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identificou a mutação genética que causa a analbuminemia nestes animais: uma 

deleção de sete pares de base de DNA (5’ G-T-T-T-C-C-G 3’) de uma região intron 

do gene da albumina [43]. Esta deleção resulta na substituição da seqüência 

normal de nucleotídeo (5’ G-T-A-G-G-T-T-T-C-C 3’) pela seqüência 5’ G-T-A-G-C-

G-A-G-C-T 3’, e no impedimento do splicing do RNA mensageiro da albumina. 
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1.2 Revisão sobre a dislipidemia do NAR 

A colônia de NAR foi estabelecida através do cruzamento de ratos Sprague-

Dawley que apresentavam espontaneamente hipercolesterolemia. Na primeira 

descrição desta colônia por Nagase e Shimamune [13], foi mostrado que o NAR 

apresentava colesterolemia 100% maior que a do rato controle e que havia uma 

alta correlação inversa (R = -0,92) entre os níveis de albumina plasmática e a 

colesterolemia [13]. Posteriormente vários estudos deste grupo e de outros 

pesquisadores caracterizaram bem o perfil lipídico do NAR [44, 45], porém os 

mecanismos de algumas destas alterações ainda não são ainda completamente 

entendidos. A distribuição de colesterol, triglicérides e de fosfolipídios através das 

lipoproteínas plasmática de diferentes densidades está representada na Figura 1 

(modificada de Van tol et al [19]). Neste estudo [19], fica evidente que o NAR 

apresenta hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperfosfolipidemia (Figura 1), 

e que estes lipídios se acumulam mais na partícula de LDL. Em adição, este 

estudo mostrou a inibição da síntese de colesterol pelo tratamento com 

pravastatina parece não ter eficácia em reduzir a hipercolesterolemia do NAR 

(Figura 1A), porém tal tratamento reduziu significativamente a concentração 

plasmática de triglicérides no NAR (Figura 1B). 

Outra alteração marcante do perfil lipídico plasmático do NAR é o déficit de 

FFA. Os estudos indicam reduções de 65 a 80% na concentração de FFA 

plasmático [19, 44, 45] e também uma redistribuição dos FFA para as 

lipoproteínas [19], uma vez que não há o aceptor primário para o FFA (i.e. 

albumina). Esta deficiência de FFA plasmático parece ter repercussões fisiológicas 

importantes para o NAR, uma vez que estes animais apresentam algumas 

alterações relacionadas à menor disponibilidade de FFA [46], tais como o retardo 

de crescimento [13], a menor adiposidade [45], a intolerância ao exercício [47] e a 

intolerância a privação de carboidratos dietéticos quando expostos ao frio [48]. 
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Figura 1. Distribuição do total de lipídios nas frações de lipoproteínas plasmáticas em ratas 
tratadas com salina ou pravastatina. As frações de lipoproteínas foram obtidas por gradiente de 
densidade e ultracentrifugação do plasma. SDR, ratos controles Sprague-Dawley. NAR, ratos 
Nagase analbuminêmicos. Figura modificada de Van tol et al[19]. 

O perfil lipídico do NAR é dependente do sexo. Especificamente, as fêmeas 

NAR apresentam uma hipertrigliceridemia mais severa do que o NAR macho 

quando comparados aos seus respectivos controles SDR [45, 49]. A figura 2, 

construída a partir de dados da literatura [17, 19, 45, 49, 50], mostra a diferença 

entre os sexos para colesterol, triglicérides e FFA plasmáticos. Trabalhos do grupo 

do Joles, um pesquisador muito ativo neste tema, demonstraram que o estrógeno 

é parcialmente responsável pela hipertrigliceridemia mais severa da fêmea NAR 

[49, 51]. Em um dos seus trabalhos, Joles e colaboradores observaram que a 

hipercolesterolemia da fêmea NAR também é mais severa em relação à do macho 

[49], porém este achado não se reproduziu em outro estudo [45] ou em nossas 
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mãos (i.e. o percentual de aumento na colesterolemia é similar entre macho e 

fêmea NAR quando comparado aos seus controles). 
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Figura 2. Percentual da alteração da concentração de lipídios plasmático do NAR em relação ao 
respectivo controle do mesmo sexo. Os dados são médias de valores disponíveis na literatura. 
Chol, colesterol. Tg, triglicérides. FFA, ácidos graxos livres. 

Quanto aos mecanismos que delineiam estas alterações de triglicérides, 

colesterol e FFA plasmáticos, somente a hipertrigliceridemia teve seus 

mecanismos determinantes melhor abordados. Nesta sessão, somente as 

questões pertinentes a hipercolesterolemia serão revisadas, uma vez que a 

introdução do artigo apresentado no capítulo I desta tese contempla os 

mecanismos relacionados à hipertrigliceridemia e à deficiência de FFA 

plasmáticos. Enquanto a hipertrigliceridemia do NAR parece ser devida a menor 

taxa de remoção de triglicérides do plasma (ver discussão no capítulo I), há menos 

estudos a respeito do mecanismo da hipercolesterolemia nestes animais.  

Alguns estudos mensuraram a taxa de remoção de colesterol da circulação 

do NAR através da análise da cinética do desaparecimento de lipoproteínas 

radioativamente marcadas [51-53]. No entanto, há diferenças importantes entre 

estes estudos, tais como: densidade da lipoproteína analisada, fonte doadora da 

lipoproteína, e molécula radioativamente marcada (i.e. proteínas ou colesterol). 
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Dois deles avaliaram a remoção da partícula de HDL marcada radioativamente na 

proteína apoA1, e observaram que o NAR remove mais lentamente estas 

partículas do plasma [51-53]. O outro estudo, observou que o NAR também 

remove mais lentamente partículas de quilomicro marcadas radioativamente no 

colesterol [51]. Em um estudo conduzido com duas pacientes portadoras de 

analbuminemia congênita, também foi observado menor taxa de remoção de 

lipoproteínas que contém proteínas ApoB [54]. 

Dentre os estudos que abordaram a produção hepática de colesterol, a 

informação mais contundente é o achado de Joles et al mostrando que a síntese 

de colesterol hepática (incorporação de 3H2O) é similar entre o NAR e o seu 

controle [50]. Quanto ao envolvimento da HMG-CoA redutase, enzima chave da 

via de biosíntese do colesterol, há um estudo que mostrou maior atividade desta 

enzima no fígado do NAR [49], enquanto dois outros mostraram não haver 

diferença entre NAR e seu controle [50, 55] e são, desta forma, concordantes com 

os resultados de Joles et al [50]. Outro fato que diminui a importância da produção 

hepática de colesterol na hipercolesterolemia do NAR é o achado que o 

tratamento do NAR com pravastatina (inibidor da HMG-CoA redutase) não reduz a 

hipercolesterolemia destes animais [19]. É importante destacar que o metabolismo 

de sais biliares e o fluxo biliar não diferem entre NAR e o seu controle [56]. Com 

base nestes estudos, parece que a hipercolesterolemia do NAR é primariamente 

determinada pela menor taxa de remoção de colesterol do plasma. 
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2. Objetivos: 

A apresentação desta tese está organizada na forma de artigos; cada um 

dos três apresentados abaixo tem seu objetivo específico e compreende um 

capítulo desta tese. Há também um quarto artigo, metodológico, sobre o uso do 

probe safranina para se avaliar o potencial elétrico transmembrana mitocondrial, 

apresentado no Apêndice I. 

 

Capítulo I Lack of plasma albumin impairs intravascular lipolysis and explains 

the associated free fatty acids deficiency and hypertriglyceridemia. 

Objetivos: investigar os mecanismos da hipertrigliceridemia e do 

déficit de FFA plasmático. 

Capítulo II Chronic low plasma free-fatty acids in congenital albumin 

deficiency: enhanced insulin secretion and glucose tolerance 

despite of hypertriglyceridemia. 

Objetivos: investigar a provável repercussão do perfil lipídico, 

(déficit de FFA plasmático) sobre o metabolismo de glicose. 

Capítulo III The higher susceptibility of congenital analbuminemic rats to Ca2+-

induced mitochondrial permeability transition is associated with the 

increased expression of cyclophilin D and nitrosothiol depletion. 

Objetivos: estudar as funções mitocondriais neste modelo de 

dislipidemia secundária. 

Apêndice I Safranine as a fluorescent probe for the evaluation of mitochondrial 

membrane potential in isolated organelles and permeabilized cells. 

Objetivos: descrever o uso da Safranina como um indicador 

fluorescente de potencial elétrico transmembrana em suspensões 

de mitocôndria isolada e células permeabilizadas. 
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3.1 Capítulo I 

 
Figueira TR, Vercesi AE, Oliveira HCF. Lack of plasma albumin impairs 

intravascular lipolysis and explains the associated free fatty acids deficiency and 

hypertriglyceridemia. Lipids in Health and Disease, 9: 146, 2010. 

(DOI:10.1186/1476-511X-9-146) 
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3.2 Capítulo II 

 
Figueira TR, Ribeiro RA, Ignacio-Souza LM, Vercesi AE, Carneiro EM, Oliveira 

HCF. Chronic low plasma free-fatty acids in congenital albumin deficiency: 

enhanced insulin secretion and glucose tolerance despite of hypertriglyceridemia. 

Submetido. 
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3.3 Capítulo III 

 
Figueira TR, Castilho RF, Saito A, Oliveira HCO, Vercesi AE. The higher 

susceptibility of congenital analbuminemic rats to Ca2+-induced mitochondrial 

permeability transition is associated with the increased expression of cyclophilin D 

and nitrosothiol depletion. Molecular Genetics and Metabolism, epub ahead. 

(DOI: 10.1016/j.ymgme.2011.08.031). 
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4. Discussão Geral 

Com base nas principais funções fisiológicas descritas para a albumina [1, 3, 5, 

6, 57], a ausência desta no plasma sanguíneo imporia várias conseqüências 

biológicas que poderiam ser agrupadas em três categorias distintas: i) as 

relacionas à alteração de pressão coloidosmótica do plasma e distribuição de 

fluidos entre o compartimento circulatório e o extravascular; ii) das alterações 

metabólicas primariamente relacionadas ao metabolismo de gordura e, 

provavelmente, repercussões sobre o metabolismo de carboidratos, e também 

algumas alterações endócrinas; iii) e as relacionadas à integridade celular e 

tecidual, uma vez que a albumina tem propriedades antioxidantes e é também 

seqüestradoras de substâncias endógenas (ex. bilirubina) e exógenas que são 

potencialmente tóxicas [1, 58]. De fato, há várias alterações orgânicas descritas na 

analbuminemia humana e do rato [12, 14, 16, 18, 59, 60], sendo que muitas delas 

se enquadram nestas categorias acima  

Os resultados apresentados nesta tese avançam o conhecimento a respeito 

das alterações secundárias à analbuminemia que se enquadram nas duas últimas 

categorias descritas acima. Primeiro demonstramos no capítulo I que a produção 

hepática de triglicérides é menor no NAR (Fig. 1, pág. 31); isto indica que a 

hipertrigliceridemia é provavelmente causada pela menor taxa de remoção de 

triglicérides do plasma. Também obtivemos evidências que a ausência de 

albumina no plasma inibe a atividade lipolítica neste compartimento (Fig. 2, pág. 

31; Fig. 3, pág. 32). Tal inibição explica tanto o déficit de FFA plasmático quanto a 

hipertrigliceridemia, uma vez que a remoção de triglicérides plasmáticos pelos 
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tecidos periféricos é dependente da hidrólise dos triglicérides e da posterior 

mistura do FFA liberados ao pool de FFA ligados à albumina.  

No capítulo II também mostramos importantes repercussões metabólicas da 

analbuminemia sobre o metabolismo de carboidratos. É sabido há bastante tempo 

que a disponibilidade de FFA regula a partição dos lipídios e carboidratos como 

substrato energético [61]. FFA plasmático cronicamente elevado promove 

resistência periférica a insulina e redução da utilização de glicose pelos tecidos 

periféricos [61, 62]. Os efeitos do FFA plasmático cronicamente ou agudamente 

elevado e do FFA plasmático agudamente diminuído sobre a secreção pancreática 

de insulina também são descritos na literatura. A secreção pancreática de insulina 

é prejudicada quando da diminuição aguda [63, 64] ou do aumento crônico de FFA 

plasmático [62]. Na condição de aumento agudo de FFA plasmático, se observa 

maior secreção pancreática de insulina [63, 65]. Uma das alterações secundárias 

a analbuminemia é o déficit crônico de FFA plasmático [18, 44]. No entanto, não 

há estudos que investigaram os efeitos do FFA cronicamente diminuídos sobre a 

secreção pancreática de insulina ou sobre o metabolismo de carboidratos, 

provavelmente pela ausência de um modelo experimental adequado. Assim, a 

repercussão desta menor disponibilidade de FFA plasmático sobre o metabolismo 

da glicose na analbuminemia era pouco previsível. Conjuntamente, os resultados 

mostrados no capítulo II indicam que o NAR apresenta metabolismo acelerado de 

carboidratos. A resposta do conteúdo de glicogênio hepático ao jejum (Fig. 6, pág. 

42) e o maior fluxo neoglicogênico (Fig. 7, pág. 42) demonstram que o NAR é 

mais dependente de carboidrato como substrato energético do que seu controle. 
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Apesar de não podermos atribuir estas alterações exclusivamente ao déficit de 

FFA plasmático, o NAR apresentou maior secreção de insulina em resposta à 

glicose (Fig. 1C, pág. 39; Fig. 3, pág. 40) e conseqüentemente maior tolerância à 

glicose (Fig. 1A, pág. 39). Esta hipersecreção de insulina em relação ao rato 

controle SDR é um achado importante, pois somente outras poucas condições 

fisiopatológicas como o insulinoma, a síndrome da obesidade hipotalâmica e a 

síndrome hipoglicêmica estão associadas à hipersecreção de insulina pelo 

pâncreas [66-68]. No caso da analbuminemia, o provável significado fisiológico 

destas alterações no metabolismo de carboidrato é a compensação da menor 

disponibilidade dos lipídios (FFA) como substrato energético.  

Outra alteração secundária encontrada no NAR é a disfunção mitocondrial, que 

foi caracteriza no capítulo III. A maior susceptibilidade à transição de 

permeabilidade mitocondrial induzida por Ca2+ (Fig. 1 e 2, pág. 50) soma-se as 

inúmeras comorbidades apresentadas pelo NAR e por indivíduos 

analbuminêmicos [9, 12, 14, 16, 18, 59, 60, 69-71]. O fato de a analbuminemia 

afetar negativamente o compartimento intracelular (i.e. mitocôndrias) é intrigante. 

Este achado e outros recentemente publicados na literatura [22, 72-76] 

compreendem um novo paradigma sobre fatores que podem afetar a 

susceptibilidade à transição de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca2+. No 

caso do NAR, há muitas outras alterações associadas que não permitem 

interpretarmos que tal disfunção resulta diretamente da ausência de albumina 

plasmática. Porém, pelo menos no que diz respeito à depleção de nitrosotiol nas 

mitocôndrias do NAR, a ausência de albumina plasmática pode ter um papel mais 



59 

 

direto [5]. É sabido que aproximadamente 80% do pool de tióis plasmáticos 

residem nas moléculas de albumina [7, 8]. O NAR, como não possui albumina 

plasmática, apresenta também um déficit bastante severo de nitrosotióis 

plasmático [57]. Em função da deficiência de albumina e de nitrosotióis no plasma, 

é possível que a depleção de nitrosotiol mitocondrial esteja relacionada a isto, uma 

vez que a albumina parece ter papel importante na transnitrosação de proteínas 

intracelulares por nitrosotióis extracelulares [4, 5]. A outra provável explicação 

para a maior susceptibilidade a transição de permeabilidade mitocondrial 

observada no NAR, é a maior expressão de ciclofilina D, proteína chave no 

processo de transição de permeabilidade mitocondrial [29, 38, 77]. O mecanismo 

pelo qual a expressão de ciclofilina D é afetada nesta condição fisiopatológica é 

totalmente desconhecido. No entanto, uma maior susceptibilidade à transição de 

permeabilidade mitocondrial também está associada à maior expressão de 

ciclofilina D em algumas outras alterações orgânicas [29, 73, 74, 76, 78, 79]. Esta 

associação entre expressão de ciclofilina D e transição de permeabilidade 

mitocondrial observada em algumas doenças é algo novo na literatura e merece 

atenção. 
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5. Conclusões 

As conclusões apresentadas abaixo são, respectivamente, pertinentes aos 

objetivos específicos dos estudos apresentados nos capítulos I, II e III. 

I. A taxa de produção hepática de lipídios e de liberação de triglicérides para a 

circulação não contribui para a hipertrigliceridemia do NAR. Contrariamente, 

uma menor remoção de triglicérides da circulação provavelmente contribui 

para tal alteração. Propomos que a falta da albumina para agir como um 

aceptor de FFA inibe a lipólise intravascular, que por sua vez prejudica a 

hidrólise de triglicérides e sua remoção do plasma. 

II. O NAR apresenta maior tolerância à glicose e dependência nos estoques 

hepáticos de glicogênio. Esta maior tolerância à glicose é atribuída a 

hipersecreção de insulina quando a ilhota é estimulada pela glicose, 

enquanto que a sensibilidade periférica à insulina parece ser similar entre 

NAR e seu controle. Pode ser que o metabolismo de carboidrato acelerado 

no NAR represente uma adaptação compensatória à menor disponibilidade 

de FFA. 

III. O NAR apresenta maior susceptibilidade à transição de permeabilidade 

mitocondrial induzida por Ca2+ que está associada à maior expressão de 

ciclofilina D e à depleção de nitrosotióis mitocondrial. Não encontramos 

evidências de outras alterações mitocondriais, sejam bioenergéticas ou do 

estado redox.  
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Apêndice II 

Resultados Suplementares 
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Figura 1. Massa corporal total e consumo de ração por ratos SDR e NAR machos. A, massa 

corporal aos 21, 90 e 180 dias de idade. A massa corporal do NAR foi significativamente 

menor que a do SDR em todas as idades, porém o déficit maior foi observado aos 21 dias 

de vida. B, consumo de ração (g) diário relativo a massa corporal do rato. O consumo foi 

mensurado durante o período de 40-70 dias de vida e não foi estatisticamente diferente 

entre os grupos. 
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Figura 2. Massa de diversos 

órgãos do NAR e do SDR 

machos aos 6 meses de 

idade. A, fotos dos diversos 

órgãos retirados do SDR 

(painel da esquerda) e do NAR 

(painel da direita). Em B, 

média ± DP da massa relativa 

desses órgãos (% da massa 

corporal total). *p < 0,05)   
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Figura 3. Teste de tolerância a gordura. Ratas fêmeas em jejum foram gavadas para a 

administração de óleo milho (10 mL/kg). Antes e após a gavagem, amostras de sangue 

foram coletadas da ponta da cauda para posterior dosagem de triglicérides plasmáticos. A 

área sob a curva de triglicérides foi significativamente (~37%, P≤ 0,05) maior nos NAR do 

que no SDR, N = 5 em cada grupo. 
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Tabela I. Variáveis bioenergéticas mitocondriais 

 

 Macho Fêmea 

 SDR  NAR  SDR  NAR  

V4  

(nmol O/mg/min)  

9,8+3,6  8,9+3,2  14,5+4,9  12,8+3,1  

V3  

(nmol O/mg/min)  

62,1+26,3  67,4+27,3  91,7+30,4  100,1+31,6  

RCR  6,9+2,3  7,7+2,1  6,5+1,31  7,8+1,12  

ADP/O  2,52+0,38  2,56+0,38  2,48+0,39  2,74+0,41  

 

Média ± SD das variáveis bioenergéticas obtidas em mitocôndrias isoladas de fígado de ratos aos 3 

meses de idade. O experimento foi conduzido como descrito no capítulo III. V4, respiração basal. 

V3, respiração estimulada por 300 µM de ADP. RCR, razão V3:V4. ADP/O, razão entre quantidade 

de ADP adicionado e quantidade de oxigênio consumido durante o estado V3. N = 7-14. Nenhuma 

variável se diferiu entre os grupos.  
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Tabela II. Índice de oxidação de ácidos graxos pela mitocôndria isolada 

 
 SDR NAR 

V_Palmitoil-carnitina 

(nmol O2/mg/min) 

26,0 ± 2,01 26,7 ± 3,36 

V_Piruvato 

(nmol O2/mg/min) 

45,6 ± 7,75 50,5 ± 6,08 

Razão 

 V_Palmitoil-carnitina: V_Piruvato 

58,1 ± 9,03 53,4 ± 9,33 

 

Média ± SD da respiração estimulada por 300 µM de ADP e suportada pelos substratos 

palmitoil carnitina (10 µM) ou Piruvato (5 mM) na presença de 2 mM de malato. O 

experimento foi conduzido com mitocôndrias isoladas de fígado de ratas fêmeas aos 3 

meses de idade, essencialmente como descrito no Capítulo III. N = 4 em cada grupo. 
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Anexo III 

Autorizações “Copyright” 

1. Artigo apresentado no Capítulo I: não é necessária autorização pois o 

conteúdo é de acesso livre (Open Access) 

2. Artigo apresentado no Capítulo II: não se aplica, pois ainda está em fase 

de análise para a publicação 

3. Artigo apresentado no Capítulo III: segundo informações abaixo da editora 

Elsevier, (disponível em 

http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/rights), o autor tem 

direito de incluir o artigo em dissertação ou tese. 
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4. Artigo apresentado no Apêndice I: a editora Springer concedeu sob 

requisição a licença de o autor incluir o artigo em tese ou dissertação. 

Abaixo consta a página principal do termo de licença. 

 

 


