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Introdução e objetivo: Alterações no metabolismo energético mitocondrial promovidas por 

proteínas desacopladoras (UCPs) são frequentemente encontradas em desordens 

metabólicas. Recentemente demonstramos que camundongos hipertrigliceridêmicos (HTG) 

apresentam uma respiração mitocondrial de repouso elevada, não relacionada a UCPs. 

Neste trabalho, nós elucidamos o mecanismo responsável por esta elevação da respiração 

de repouso e demonstramos algumas conseqüências dessa resposta mitocondrial à 

hiperlipidemia no fígado e no metabolismo corporal total. Resultados: Mitocôndrias 

isoladas de fígados e de células mononucleares de baço de camundongos HTG 

apresentaram velocidades respiratórias elevadas comparadas aos camundongos controles. 

Mudanças no consumo de oxigênio em mitocôndrias de fígados de camundongos HTG 

foram sensíveis a ATP, diazóxido e ácido 5-hidroxidecanóico (5-HD) indicando que o 

consumo pode ser atribuído à atividade dos canais de K+ sensíveis a ATP (mitoKATP).  

Do mesmo modo, as mitocôndrias HTG apresentaram um maior inchamento na presença de 

íons K+, sensível aos agonistas e antagonistas do mitoKATP. Além disso, a ligação de 

glibenclamida marcada às mitocôndrias indica que os camundongos HTG expressaram 

maiores quantidades de receptores de sulfoniluréias, um componente os mitoKATP. 

Aumento da velocidade de metabolismo foi evidenciado por um aumento no consumo de 

oxigênio no fígado (sensível ao tratamento agudo in vivo pela administração de 5-HD), 

elevada temperatura retal e maior produção corporal de CO2 nesses camundongos. De 

acordo com a velocidade metabólica elevada, a ingestão alimentar foi significantemente 

maior em camundongos HTG, sem concomitante aumento de peso. Assim como verificado 

em camundongos HTG, mitocôndrias de fígados de animais submetidos à dietas ricas em 

substratos energéticos apresentaram também elevação da respiração mitocondrial de 

repouso. Conclusões: Esses resultados demonstram que a hiperlipidemia primária leva ao 

aumento da atividade dos  mitoKATP em fígados, o que pode representar uma adaptação 

regulada para oxidar o excesso de ácidos graxos em camundongos HTG. Além disso, 

nossos resultados indicam que os mitoKATP, além das UCPs, podem estar envolvidos no 

controle do metabolismo energético e do peso corporal.  
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Background and Aims: Changes in mitochondrial energy metabolism promoted by 

uncoupling proteins (UCPs) are often found in metabolic disorders. We have recently 

shown that hypertriglyceridemic (HTG) mice present higher mitochondrial resting 

respiration unrelated to UCPs. Here, we disclose the underlying mechanism and 

consequences, in tissue and whole body metabolism, of this mitochondrial response to 

hyperlipidemia. Results: As observed in HTG mice, liver mitochondria from animals 

submitted to the rich energy diets presented high resting respiration. Mitochondria isolated 

from the livers and spleen mononuclear cells of HTG mice presented enhanced respiratory 

rates compared to those from wild-type mice. Changes in oxygen consumption of liver 

mitochondria from HTG mice were sensitive to ATP, diazoxide and 5-hydroxydecanoate 

(5-HD), indicating they can be attributable to mitochondrial ATP-sensitive K+ channel 

(mitoKATP) activity. Indeed, mitochondria from HTG mice presented enhanced swelling in 

the presence of K+ ions, sensitive to mitoKATP agonists and antagonists. Furthermore, 

mitochondrial binding to fluorescent glibenclamide indicates that HTG mice expressed 

higher quantities of sulfonylurea receptors, a component of mitoKATP. An overall faster 

metabolic state was evidenced by increased liver oxygen consumption (sensitive to acute in 

vivo 5-HD administration), higher body CO2 release and temperature in these mice. In 

agreement with higher metabolic rates, food ingestion was significantly larger in HTG 

mice, without enhanced weight gain. Liver mitochondria isolated from rats fed glucose rich 

diet or from mice fed fat rich diet also presented higher resting respiration rates. 

Conclusions: These results demonstrate that primary hyperlipidemia leads to an elevation 

in liver mitoKATP activity, which may represent a regulated adaptation to oxidize excess 

fatty acids in HTG mice. Furthermore, our data indicate that mitoKATP, in addition to UCPs, 

may be involved in the control of energy metabolism and body weight. 
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Aterosclerose, infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral (AVC) e doença 

vascular periférica são desordens cardiovasculares responsáveis por uma em cada três 

mortes no mundo, segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2003). Nos Estados 

Unidos da América o número de mortes anual relacionado a essas desordens ultrapassa 2,3 

milhões e no Brasil 800 mil. Algumas doenças como diabetes, obesidade, 

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, ou fatores ambientais como estresse, fumo e 

sedentarismo, aumentam o risco para estas doenças. Estudos com animais e humanos têm 

sido realizados em busca do entendimento dos mecanismos celulares e moleculares 

implicados nestas patologias para potenciais medidas preventivas e intervenções 

terapêuticas.  

O aumento das concentrações plasmáticas de TG representa um fator de risco 

independente de outras co-variáveis para o desenvolvimento de doenças ateroscleróticas. 

Essas doenças são reduzidas por tratamentos que diminuem as concentrações de TG 

plasmáticos. A hipertrigliceridemia também está presente em outros distúrbios metabólicos 

como obesidade e diabetes e síndrome metabólica.  

Em estudos prévios (ALBERICI, et al., 2003) demonstramos que mitocôndrias 

isoladas de fígado de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos  

(que super expressam a apo CIII humana) apresentam elevada velocidade de respiração de 

repouso quando comparadas às mitocôndrias de animais controles. Sugerimos que se 

tratava de um mecanismo adaptativo de dissipação de energia independente de UCPs. A 

partir dessa observação, buscamos identificar o mecanismo responsável por esta adaptação 

e verificar suas conseqüências sobre o metabolismo energético global desses animais. 

Procuramos verificar também se a hipertrigliceridemia secundária induzida por dieta 

provoca a mesma resposta adaptativa de dissipação de energia verificada na 

hipertrigliceridemia primária.  
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Metabolismo de lipídios 

O metabolismo de lipídios é controlado por um complexo sistema que envolve 

a interação de diversos transportadores de lipídios, proteínas de transferência plasmáticas, 

receptores de lipoproteínas e enzimas regulatórias de síntese e modificação de 

lipoproteínas. Lipoproteínas (LP) são complexos macromoleculares constituídos de lipídios 

hidrofóbicos (triglicérides e ésteres de colesterol) envolvidos por uma camada de lipídios 

anfipáticos (fosfolipídios e colesterol livre) e de proteínas específicas, denominadas 

apolipoproteínas (apoLP). As LP têm função de transportar seus componentes hidrofóbicos 

provenientes da dieta (via exógena) ou sintetizados endogenamente (via endógena) para 

todos os tecidos do corpo através da corrente sanguínea. Existem cinco classes de LP que 

diferem umas das outras quanto a composição lipídica, densidade e tipos de apoLP. Em 

ordem decrescente de densidade, estabelecido pelo método de ultracentrifugação 

preparativa (WILCOX, 1968) as LP são classificadas em: lipoproteínas de alta densidade 

(HDL); lipoproteínas de densidade intermediária (IDL); lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL); lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomícrons (QM) (para revisão 

ver WILSON, 1998).  

 

Via exógena de transporte de lipídios 

O transporte de lipídios de origem alimentar está esquematizado na Figura 1A. 

Colesterol (COL) e triglicérides (TG), derivados da absorção intestinal, são complexados às 

apoLP no enterócito e secretados na linfa mesentérica na forma de quilomícrons (QM). 

Pelo ducto linfático torácico eles entram na circulação sanguínea e incorporam as apo-CII, 

CIII e apo-E, vindas de transferência de outras LP circulantes. Os TG dos QM são 

hidrolisados pela lipoproteína lipase periférica (LPL), uma enzima “ancorada” na 

membrana basal das células endoteliais cujo co-fator é a apoCII, liberando monoglicerídeos 

e ácidos graxos livres (AGL). Estes últimos são captados localmente e esterificados nos 

adipócitos ou oxidados nos músculos. Os AGL ligados à albumina plasmática são também 

captados pelo fígado e outros tecidos. Os remanescentes de QM (QM-rem) possuem grande 

quantidade de ésteres de colesterol (CE), pois também os recebe das HDL através ação da 

Introdução 

38



proteína de transferência de ésteres de colesterol (CETP). Esse rearranjo favorece a 

incorporação de apo-E nos QM e, ao mesmo tempo, a saída de fosfolipídios (PL), colesterol 

livre (CL) e apoLP dos grupos C e A,  que podem retornar às HDL. Os QM-rem têm meia 

vida curta (minutos), sendo rapidamente conduzidos ao hepatócito, onde são removidos por 

vias que incluem o receptor de partículas remanescentes (LRP:LDL receptor related 

protein ou receptor E). O colesterol liberado na célula hepática pode ser convertido em 

ácidos biliares ou ser secretado na bile sem sofrer alterações e pode ainda ser novamente 

secretado para a circulação sanguínea na forma de VLDL.  

 

Via endógena de transporte de lipídios 

No fígado, AG provenientes da circulação são oxidados ou esterificados a TG e 

CE, os quais são secretados associados com as apo-B100, apo-CII, apo-CIII e apo-E 

formando as VLDL (Figura 1B). No plasma, esta lipoproteína sofre ação da LPL, como na 

via exógena, liberando AGL para os tecidos extra-hepáticos. Os AG captados podem ser  

re-esterificados e armazenados nos adipócitos ou oxidados nos músculos e outros tecidos. 

Os remanescentes de VLDL, chamados IDL, têm meia vida curta (minutos a algumas 

horas) e são parcialmente removidos pelos hepatócitos através de dois receptores, o LRP e 

o receptor de LDL, também chamado de receptor B/E, que interagem com resíduos de 

arginina da apoB-100 e da apo-E. As IDL não removidas sofrem a ação da lipoproteína 

lípase hepática (LLH) e perdem mais TG e PL, e são então denominadas LDL, ricas em 

CE. Estas constituem uma fonte de colesterol para síntese de hormônios esteróides nas 

gônadas e adrenal, membranas plasmáticas em tecidos em proliferação e ácidos biliares no 

fígado. As células que necessitam de colesterol expressam grandes quantidades de 

receptores de LDL e assim captam-na por endocitose. 

 

Metabolismo de AGL plasmático no fígado 

O fígado tem influência imediata, porém pequena, no nível de AGL no sangue 

quando comparado aos elevados graus de oxidação e reesterificação realizados pelo 

músculo e tecido adiposo, respectivamente (KALDERON et al., 2000). A captação de AGL 

pelos hepatócitos, seja por difusão (cadeias pequenas e médias) ou por proteínas de 
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transporte (cadeias longas e muito longas), é proporcional à sua concentração no plasma.  

A quantidade captada pode ser: 1) ser oxidado nas mitocôndrias ou peroxissomos; 2) 

esterificada em PL ou em TG no retículo endoplasmático (RE) e reexportado para a 

circulação como VLDL; 3) esterificado e armazenado dentro de gotas de lipídios no citosol. 

O grau de oxidação de AG parece ser o principal regulador dessas diferentes vias, já que 

uma elevada oxidação inibe a esterificação e formação de VLDL, assim como a inibição da 

oxidação exerce efeito contrário (BREMER 2001). 

Condições de elevação extrema do nível de AGL plasmático, como ocorre no 

diabetes por exemplo, induzem a captação hepática elevada desses lipídios e acúmulo de 

altas concentrações de TG intracelulares, caracterizando “fígado gorduroso”  

(VAN HARKEN, 1969 e BERGSETH et al., 1986). A análise microscópica de fígados 

gordurosos de humanos diabéticos demonstra anormalidades ultraestruturais nas 

mitocôndrias que se mostram grandemente aumentadas, inchadas e com cristas distorcidas, 

quando comparadas com mitocôndrias de fígados normais. O mesmo foi demonstrado em 

outros modelos humanos de fígados gordurosos como de obesos e alcoólatras  

(PETERSEN 1977).  

 

Transporte reverso do colesterol 

O transporte reverso do colesterol (TRC) é um eficiente mecanismo para 

descartar o excesso de COL dos tecidos através da excreção pelo fígado. Este sistema 

envolve o efluxo de colesterol livre (CL) das membranas celulares, via ABCA1  

(ATP binding cassete transporter) (DEAN et al., 2001; ORAM et al., 2000) dependente de 

ATP e via receptor SR-B1 (scavenger receptor type B class 1) (ACTON et al., 1996) para 

as apo-A1 e subfrações precursoras de HDL. Os passos subseqüentes do TRC são a 

esterificação do COL pela LCAT (lecithin-cholesterol acyl transferase) (GLOMSET, 1968) 

e a transferência do CE para lipoproteínas ricas em TG pela CETP (HESLER et al., 1987; 

TALL et al., 2000). Posteriormente, o CE pode ser transferido para o fígado diretamente da 

HDL através dos receptores SR-B1 (LANDSCHULZ et al., 1996) e indiretamente através 

das LP que contém apo-B, através do receptor de LDL (BROWN e GOLDSTEIN, 1986) e 
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LRP (HERZ et al., 1988). A ação da CETP na HDL facilita a velocidade de efluxo de COL 

da célula. Também a ação combinada da CETP e LLH na HDL2 madura, regenera HDL3 e 

pré-beta-HDL, subfrações que são melhores aceptoras para o COL da célula  

(BRUCE et al., 1998). 

 

Hipertrigliceridemia  

Diversos estudos epidemiológicos têm demonstrado que as concentrações de 

TG e lipoproteínas ricas em TG estão diretamente associadas a uma maior incidência de 

aterotrombose, representando um fator de risco independente para doenças coronarianas 

(MALLOY, 2001). As conseqüências negativas da hipertrigliceridemia incluem acentuada 

captação de lipoproteínas ricas em TG e seus remanescentes por macrófagos, síntese 

aumentada de fatores pró-trombóticos, e predominância de partículas de LDL pró 

aterogênicas (MILLER, 2000). A hipertrigliceridemia pode ser primária (origem genética) 

ou secundária a fatores ambientais ou outras doenças.  

Na condição primária de hipertrigliceridemia, se incluem as heranças 

autossômicas recessivas ou dominantes (Tabela I). Dentre as recessivas estão as que 

exibem hiperquilomicronemia (acúmulo plasmático de QM), que podem ser originadas por 

deficiência de lipoproteína lípase ou deficiência de apo-CII, ambas de ocorrência rara 

(1/106), e a disbetalipoproteinemia, um pouco mais freqüente (1/104), caracterizada pelo 

acúmulo plasmático de partículas remanescentes de QM e VLDL (QM-rem e IDL, 

respectivamente), ricas em apoE, TG e COL. A hipertrigliceridemia familiar é uma herança 

autossômica dominante, com maior freqüência entre as primárias (0,5 a 1% da população), 

caracterizada pela elevada síntese ou reduzido catabolismo de VLDL, ou mista, quando 

ocorre aumento de QM (para revisão ver CARMENA, 1999). 

A hipertrigliceridemia secundária pode decorrer de fatores ambientais ou de 

outras patologias. Agentes como álcool, dieta desequilibrada, beta-bloqueadores, 

seqüestradores de ácido biliar, estrógenos orais, retinóides e esteróides (MILLER, 2000) 

podem modificar o sistema de síntese e transporte de lipídios, principalmente os TG.  

Introdução 

41



A hipertrigliceridemia pode também estar associada à outras doenças como diabetes 

(GINSBERG, 2001) e a síndrome metabólica X (REAVEN, 1994). Nesta última ocorre 

associação de diversas desordens tais como resistência à insulina, obesidade central e 

hipertensão, além da dislipidemia caracterizada por aumento de TG e redução de HDL-

COL (REAVEN, 1994 e HANSEN, 1999). 

Elevados níveis plasmáticos de TG e AGL são comuns em pacientes com 

diabetes tipo I e II. O elevado fluxo de AGL para o fígado estimula a produção e secreção 

de LP contendo apoB, ricas em TG (VLDL), concomitantemente à redução da atividade da 

LPL no compartimento vascular, o que leva ao aumento da trigliceridemia. Por outro lado, 

no diabetes ocorre aumento da atividade da lípase hepática nos sinusóides hepáticos o que 

favorece a geração de LDL pequenas e densas (mais aterogênicas) a partir das VLDL 

(GINSBERG, 1996; GINSBERG e ILLINGWORTH, 2001). Este perfil, acentuado na 

situação pós-prandial, representa um fator de risco independente para doenças coronarianas 

(STAMLER et al., 1993).  

A literatura tem evidenciado, em diferentes modelos de estudo, que o aumento 

nos níveis de TG plasmáticos ou hepáticos estão associados com a peroxidação lipídica. A 

esteatose aguda ou crônica leva à peroxidação lipídica hepática em camundongos 

(LETTERÓN, et al., 1996) e algumas formas de hepatite por esteatose podem levar à 

peroxidação lipídica sistêmica (CHALASANI, et al., 2004). YESILBURSA et al. (2004) 

demonstraram a relação entre obesidade e aumento de peróxidos lipídicos circulantes, os 

quais foram diminuídos com a redução de peso. RUMLEY et al. (2004) demonstraram uma 

forte correlação entre altos níveis de TG circulantes e oxidação de lipídios plasmáticos, 

inclusive em LDL, mecanismo através do qual um aumento dos níveis de TG plasmáticos 

pode aumentar os riscos de doenças cardiovasculares. 
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Camundongos transgênicos que super expressam a apo-CIII humana: um modelo 

para o estudo da hipertrigliceridemia  

A apolipoproteína CIII (apo-CIII) é a mais abundante apo-C no plasma 

humano, onde está presente como uma glicoproteína de 8.8 kDa (Jong et al., 1999 e 2001). 

Existe uma correlação positiva entre níveis plasmáticos de apo-CIII e TG circulantes em 

humanos (CALSON e BALLANTYNE et al.,1976; SCHONFELD et al., 1979). 

Camundongos geneticamente modificados para super expressar a apolipoproteína CIII 

humana são um bom modelo para o estudo das conseqüências da hipertrigliceridemia, sem 

outros fatores metabólicos relacionados. A apo-CIII é produzida pelo fígado e intestino e 

secretada como constituinte das VLDL e QM (BREWER et al., 1974; LENICH et al., 

1988). A presença de apo-CIII em excesso nas VLDL reduz a velocidade de remoção 

dessas lipoproteínas e seus remanescentes do compartimento plasmático por dificultar ou 

inibir sua interação com receptores específicos, principalmente o LRP (AALTO-SETALA 

et al., 1992). Desse modo, a meia-vida estendida dessas lipoproteínas no compartimento 

plasmático resulta principalmente em elevados níveis de TG, o que implica em aumento da 

geração de AGL pela ação da LPL (AALTO SETALA, 1996; ITO, 1990). Por outro lado, a 

deficiência de apo-CIII em camundongos agrava a obesidade induzida por dieta, 

provavelmente através de aumento da lipólise de lipoproteínas ricas em TG, aumentando a 

captação de ácidos graxos no tecido adiposo (DUIVENVOORDEN et al., 2005). 

 

Bioenergética mitocondrial 

As mitocôndrias estão presentes em quase todas as células eucarióticas vegetais 

e animais. São as organelas responsáveis pela conversão de energia de óxido-redução para a 

forma de energia química necessária para os processos celulares.  Este processo de 

conversão de energia de óxido redução em energia química na forma de ATP é denominado 

de fosforilação oxidativa e envolve uma série de complexos transportadores de elétrons e a 

enzima ATP sintase localizada na membrana mitocondrial interna (MMI).  
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Cadeia respiratória  

A energia necessária para o processo de fosforilação oxidativa provém do 

potencial eletroquímico de prótons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o 

O2 à H2O. Esta energia é utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP à ATP. Assim, a 

cadeia respiratória converte a energia redox gerada pelo catabolismo em potencial de 

membrana mitocondrial que é força motriz para a fosforilação oxidativa. 

Na membrana mitocondrial interna, elétrons provenientes das coenzimas 

NADH e FADH2, reduzidas durante a oxidação de carboidratos, aminoácidos e ácidos 

graxos, são transferidos à cadeia de transportadores de elétrons, um conjunto de complexos 

protéicos que contém centros redox com aumento progressivo de afinidade por elétrons 

(potencial de redução). A transferência de elétrons se inicia com a oxidação de NADH e 

FADH2 pela CoQ (UQ), catalisada pelos Complexos I (NADH desidrogenase) e II 

(succinato desidrogenase), respectivamente, gerando a forma reduzida da CoQ (UQH2). Em 

alguns tecidos a coenzima Q pode também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato 

desidrogenase (na presença de glicerol-3-fosfato citosólico) ou pela ubiquinona oxiredutase 

(como resultado da β-oxidação de ácidos graxos). A oxidação da UQH2 pelo citocromo C é 

então catalisada pelo Complexo III (ubiquinona-citocromo C oxiredutase). Por fim, o 

Complexo IV (citocromo oxidase) catalisa a oxidação do citocromo C reduzido, com 

redução de O2 à H2O (VOET, 1999).  

Segundo MITCHELL (1961), a passagem de elétrons através da seqüência de 

intermediários redox da cadeia respiratória permite um fluxo de H+ da matriz mitocondrial 

ao espaço intermembranas, contra um gradiente de concentração. A formação deste 

potencial eletroquímico transmembrânico seria o elemento inicial do acoplamento entre a 

oxidação de substratos e a utilização desta energia. O componente elétrico (∆ψ) deste 

potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV no estado de repouso, enquanto o 

componente químico (∆pH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H+ do 

espaço intermembranas através da ATP sintase, de volta ao interior da mitocôndria, desta 

vez a favor do gradiente, estaria diretamente acoplado à fosforilação do ADP. A ATP 

sintase, responsável por esta reação, é constituída de duas unidades distintas denominadas 
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F1, solúvel e localizada na matriz mitocondrial, e Fo, hidrofóbica e mergulhada na 

membrana mitocondrial interna, onde estão também localizados os complexos da cadeia 

respiratória (Figura 2). 

A geração de um gradiente eletroquímico transmembrânico de prótons (∆µH+) é 

um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biológicos. Evolutivamente 

este mecanismo é fundamental, já que é aproveitado tanto na fosforilação oxidativa em 

mitocôndrias quanto na fotossíntese de ATP em cloroplastos. Além disso, este gradiente 

pode ser usado diretamente para processos endergônicos sem a participação de ATP. São 

exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP4- por 

ADP3-, a redução de NAD(P)+ pela transidrogenase específica e a captação eletroforética de 

Ca2+ que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocôndria.  

Alguns mecanismos são capazes de desviar o gradiente de H+ da síntese de 

ATP, e são chamados de mecanismos de desacoplamento. Ânions AG possuem essa 

habilidade quando protonados, pois atravessam facilmente as membranas mitocondriais, 

carregando um próton para a matriz por mecanismo de “flip-flop” (WALTER e 

GUTKNECHT, 1984 e ANDREYEV et al., 1989).  Devido à alcalinidade da matriz em 

relação ao espaço intermembranas, o AGL é desprotonado no interior da mitocôndria e, em 

sua forma aniônica, pode ser transportado de volta ao espaço intermembranas por dois 

processos eletroforéticos: 1) pelo translocador de nucleotídeos de adenina (TNA), na 

ausência de seus substratos específicos – ADP e ATP (SKULACHEV, 1991), e 2) por 

proteínas desacopladoras (UCPs - GARLID et al., 1996). Esse transporte de ânions de 

AGLs para o espaço intermembranas é seguido pelo seu rápido retorno na forma protonada. 

Isto constitui-se num ciclo fútil, que resulta na transferência de um H+ para a matriz 

mitocondrial para cada ciclo.  

A UCP foi descoberta em estudos com mitocôndrias de tecido adiposo marrom, 

onde é responsável pelo desacoplamento da fosforilação oxidativa para a geração de calor 

(NICHOLLS, 1976). Posteriormente, essas proteínas foram também identificadas em 

plantas (PUMP – VERCESI et al., 1995). Em mamíferos, foram identificadas outras 

isoformas de UCP em outros tecidos, designadas de UCP2 a UCP4. Sugere-se que essas 
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proteínas podem atuar no controle de peso e na redução da geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). No entanto, a função dessas novas isoformas nos outros tecidos ainda é 

incerta (para revisão KRAUSS et al., 2005).  

Outro mecanismo de desacoplamento ocorre através de canais de K+ sensíveis a 

ATP, que veremos mais detalhadamente a diante. 

 

Geração de oxigênio reativo pela mitocôndria, sistema anti-oxidante e transição de 

permeabilidade mitocondrial 

Mitocôndrias são particularmente propensas à lesão oxidativa por EROs 

geradas continuamente pela cadeia respiratória mitocondrial (BOVERIS E CHANCE, 

1973; TURRENS, 1997; KOWALTOWSKI et al., 1999) ou produzidas através do 

metabolismo de compostos endógenos, como o ácido 5-aminolevulínico, um precursor do 

heme, ou xenobióticos (HERMES-LIMA, 1995). Muitos estudos associam a disfunção 

mitocondrial causada por EROs à morte celular tanto por necrose quanto por apoptose 

(ZAMZAMI et al., 1997; ZHANG et al .,1997).  

Normalmente, o oxigênio é reduzido à água pela citocromo c oxidase, em 

quatro passos consecutivos de um elétron, pois o oxigênio molecular apresenta uma 

configuração triplete (DEPIERRE e ERNSTER, 1977). Esta enzima é altamente 

especializada neste processo, sendo capaz de se ligar fortemente ao oxigênio parcialmente 

reduzido, impedindo sua liberação antes da obtenção de sua redução total (para revisão, 

veja TURRENS, 1997). Deste modo, a produção de radicais superóxido (O2
.-) através da 

redução monoeletrônica do O2 pela citocromo c oxidase é praticamente inexistente. No 

entanto, até 2% do oxigênio consumido pela mitocôndria é convertido a O2
•- (anion 

superóxido) em passos intermediários da cadeia respiratória mitocondrial (BOVERIS e 

CHANCE, 1973; Turrens, 1997), principalmente nos complexos I (TURRENS e 

BOVERIS, 1980) e III (CADENAS et al., 1977).  
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O Ca2+ parece ser o principal agente estimulador da geração mitocondrial de 

EROs (KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999). O Ca2+ intramitocondrial liga-se a 

cardiolipina na face interna da membrana mitocondrial interna causando alteração 

ultraestrutural das proteínas da cadeia respiratória que facilita a produção de O2
•- e 

subseqüentemente de H2O2 (GRIJALBA et al., 1999). Este fosfolipídeo possui cabeça polar 

eletronegativa e está presente em altas concentrações (14-23%) na membrana mitocondrial 

interna em uma grande variedade de tecidos. Simultaneamente, o Ca2+ mobiliza Fe2+ na 

matriz mitocondrial que estimula a reação de Fenton e a produção do radical hidroxil que 

ataca tióis de proteínas, lipídios e DNA mitocondrial (MERRYFIELD e LARDY, 1982; 

CASTILHO et al., 1995; VERCESI et al., 1997). Na presença de altas concentrações de 

fosfato inorgânico (Pi), a enolização de aldeídos formados por peroxidação lipídica de 

ácidos graxos polinsaturados (PUFA) leva a produção final de espécies tripletes que 

estimulam o processo de peroxidação dos PUFA da membrana (KOWALTOWSKI et al., 

1996A, 1996B) (Figura 3). 

Como a geração mitocondrial de O2
.- é um processo contínuo e fisiológico, a 

mitocôndria possui um eficiente sistema antioxidante, composto por enzimas tiólicas, 

superóxido dismutase, glutationa, NADPH, vitaminas E e C (SUTTON e 

WINTERBOURN, 1989; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; WATABE et al., 1997; 

NETTO et al., 2002) (Figura 3). 

Além do sistema antioxidante, a mitocôndria possui mecanismos que 

promovem um leve desacoplamento da fosforilação oxidativa e podem diminuir a geração 

de EROs (SKULACHEV, 1991). Entre eles estão as proteínas desacopladoras  

(UCPs - KLINGENBERG et al., 2001), o translocador de nucleotídeos de adenina  

(TNA - SAMARTSEV et al., 1997) e os canais de K+ sensíveis a ATP  

(mitoKATP - FERRANTI et al., 2003). Eles promovem uma pequena diminuição do 

potencial eletroquímico de H+ suficiente para aumentar o consumo de O2 e mudar o estado 

redox dos transportadores de elétrons da cadeia respiratória. Essa alteração é suficiente para 

diminuir a redução monoeletrônica de oxigênio em estágios intermediários da cadeia de 

transporte de elétrons, principalmente nos complexos I e III.  
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Frente a situações de aumento da geração de EROs, como a exposição de 

mitocôndrias à agentes pró-oxidantes ou altas concentrações de Ca2+, pode ocorrer 

permeabilização progressiva da membrana mitocondrial interna, que gradativamente 

permite a passagem de prótons, íons, suporte osmótico e até mesmo de pequenas proteínas 

(VERCESI et al., 1997). Este processo é conhecido como abertura do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial (TPM – KOWALTOWSKI et al., 2001) (Figura 3).  

Esse mecanismo é comum na morte celular, e está relacionado à liberação de fatores  

pró-apoptóticos mitocondriais, devido ao inchamento da organela e ruptura da membrana 

mitocondrial externa (MME) (GREEN e REED, 1998; GREEN e KROEMER, 2005).  

 

Canais de K+ mitocondriais sensíveis a ATP (mitoKATP) 

O K+ é o cation mais abundante do citosol e da matriz mitocondrial, presente 

em concentrações de aproximadamente 150 mM. A membrana mitocondrial interna tem 

baixa permeabilidade ao K+, assim como para outros íons, o que preserva a força próton-

motriz para a síntese de ATP (MITCHELL, 1961). Além da pequena difusão de K+ do 

citosol para a matriz mitocondrial, esse cátion pode ser transportado por processo 

eletroforético através de canais protéicos específicos (uniportes), localizados na membrana 

mitocondrial interna. Um desses canais foi identificado por ser sensível a ATP (mitoKATP) 

(INOUE et al., 1991) e outro por ser ativado por Ca2+ (SIEMEM et al., 1999). A saída de 

K+ para fora da matriz ocorre por um processo eletroneutro em troca por um H+ (K+/H+) 

(GARLID, 1978). Em outras palavras, o trocador K+/H+ usa o potencial de H+ como força 

motriz para transportar K+ para fora da matriz (via B, Figura 4), o que leva ao aumento da 

respiração para recompor o gradiente de prótons e preservar a síntese de ATP. A entrada de 

K+ na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusão, no mesmo sentido, de H2O e ânions 

(principalmente fosfatos) resultando em aumento do volume da matriz (Figura 5).  

Os canais mitoKATP não são abertos por voltagem, mas o fluxo de K+ do citosol 

para a matriz mitocondrial depende da atração eletronegativa exercida pela matriz 

(GARLID et al., 2003). Eles são regulados negativamente por ATP, ADP, palmitoil CoA, 

oleoil CoA (PAUCEK et al., 1992 e 1996) e Mg2+ (BEDNARCZYK et al., 2005), e 
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positivamente por GTP, GDP (PAUCEK et al., 1996), UDP (MIRONOVA et al., 2004) e 

radicais superóxido (LAMPING et al., 1984). Além desses, existem reguladores 

farmacológicos, como a glibenclamida e o ácido 5-hidroxidecanóico (5-HD), que inibem, e 

pinacidil (KOWALTOWSKi et al., 2001), diazóxido (DZX) e cromarcalina, que ativam 

estes canais (GARLID et al., 1997).  

Garlid e colaboradores (2004) demonstraram que o mitoKATP é composto por 

duas subunidades protéicas de 63 e 55 kDa que, sozinhas, são responsáveis pela atividade 

desse canal: a de 55 kDa tem propriedade de transporte similar ao canal KATP de membrana 

plasmática, e é identificada como K+ inward rectifier (mitoKIR). A de 63 kDa é uma 

subunidade receptora de sulfoniluréias (mitoSUR) (para revisão MIRONOVA et al., 2004). 

Por outro lado, um outro estudo propôs que o mitoKATP seria composto de 5 proteínas, 

dentre elas o translocador de nucleotídeos de adenina, ATP sintase e a succinato 

desidrogenase (SDH), sendo que esta última ageria como reguladora do canal  

(ARDEHALI et al., 2004).  

Dentre as principais funções demonstradas do transporte de K+ para a matriz 

mitocondrial através dos mitoKATP estão a proteção do miocárdio frente a situações de 

isquemia e reperfusão (GARLID et al., 1997) e a diminuição da produção de EROs pelas 

mitocôndrias (FERRANTI et al., 2003). As EROs mitocondriais estão envolvidas em uma 

variedade de patologias como a doença de Parkinson, Huntington e envelhecimento 

(KOWALTOWSKI e VERCESI, 2001; NICHOLLS, 2002). Alguns grupos apóiam a idéia 

de que a limitada velocidade de entrada de K+ através dos mitoKATP resulta em significante 

diminuição de ∆ψ  e aumento da respiração. Em cérebro, rim e coração o potencial pode 

diminuir de 3 a 11 mV com correspondente aumento na velocidade de consumo de O2 

(BAJGAR et al., 2001; CANCHERINI et al., 2003). Dessa forma, o  mitoKATP agindo 

como um discreto desacoplador, é suficiente para aumentar a respiração sem  impedir a 

fosforilação oxidativa. Esse leve desacoplamento, pode representar um efeito benéfico para 

a mitocôndria e para a célula ao reduzir a formação de EROs. Isto ocorre porque o aumento 

da respiração baixa a tensão de oxigênio e diminui a concentração de intermediários da 

cadeia respiratória na forma de doadores monoeletrônicos ao oxigênio (TURRENS, 1997).  
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2- OBJETIVO 
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Em estudos prévios demonstramos que a condição de hipertrigliceridemia 

genética leva a uma resposta de aumento da velocidade de respiração de repouso 

mitocondrial, independente da atividade de UCPs. Neste trabalho nossos objetivos foram: 

1) Verificar se manipulações dietéticas (suplementação com carboidratos ou 

dieta rica em gordura) em animais controles podem levar a mesma resposta 

mitocondrial observada na hipertrigliceridemia genética. 

2) Estudar a repercussão do aumento da respiração de repouso mitocondrial  

in situ: consumo de O2, potencial de membrana e produção de EROs em 

células mononucleares de baço de camundongos HTG e controles. 

3) Elucidar o mecanismo bioquímico responsável pelo aumento da respiração 

de repouso mitocondrial nos camundongos HTG: caracterização do 

desacoplamento mediado por mitoKATP. 

4) Estudar a repercussão do aumento da respiração de repouso mitocondrial  

in vivo: velocidade de metabolismo corporal (produção de CO2 e 

temperatura retal) e padrão de ingestão alimentar e crescimento corporal. 
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Animais 

Camundongos transgênicos para apolipoproteína CIII humana (linhagem 3707) 

foram originalmente doados pelo Dr. Alan R. Tall em 1996 (Columbia University, NY) e 

sua colônia é mantida no biotério do departamento de Fisiologia e Biofísica, IB, 

UNICAMP. Os experimentos foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA), IB/UNICAMP. Os camundongos tiveram acesso a dieta padrão  

(Nuvital CR1, PR, Brasil) e água a vontade. Foram criados e mantidos em sala climatizada 

em 22 ± 2ºC com ciclo claro-escuro de 12 horas. Machos e fêmeas transgênicos para 

apoCIII heterozigotos e irmãos não-transgênicos (controles) de 4 a 6 meses de idade foram 

utilizados neste estudo. 

 

Determinação das concentrações plasmáticas triglicérides 

Amostras de sangue dos camundongos em jejum de 16 horas foram colhidas do 

plexo retro-orbital de camundongos anestesiados (ketamina 50 mg/kg, Parke-Davis e 

Rompun 5-16 mg/kg, Bayer) usando tubos heparinizados. As amostras foram centrifugadas 

a 8.000 rpm por 10 minutos a 4º.C para separação do plasma. Foi utilizado o método 

enzimático colorimétrico para determinar as concentrações plasmáticas de triglicérides 

seguindo as instruções do fabricante (Roche Diagnostic GmbH., Mannheim, Alemanha).  

Os triglicérides da amostra são determinados após hidrólise enzimática com lipases. O 

indicador é a quinonimina formada a partir do peróxido de hidrogênio, 4-aminoantipirina e 

4-clorofenol sob a influência catalítica da peroxidase. O ensaio foi lido em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 490 nm.  

 

Tratamento com insulina  

Aos camundongos apoCIIItg foram administradas injeções subcutâneas diárias 

de doses crescentes de insulina NPH (0.14-0.8 U/30 g peso corporal; IOLIN, Eli Lilly, 

Indianapolis, USA) por 7 dias. Um-terço da dose era administrada as 9:00 h e dois-terços as 

19:00 h. Para prevenir a hipoglicemia, os animais tratados com insulina tiveram livre 

acesso a cubos de açúcar, além da dieta padrão, de acordo com KOBAYASHI e 

OLEFSKY, 1978.  
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Tratamento de camudongos C57Bl6 com dieta rica em gordura 

Os animais foram tratados a partir do desmame e durante 20 semanas com dieta 

rica em gordura (em % de peso: 21% proteína, 59% carboidrato e 14% de gordura). Para 1 

Kg de dieta foram usados: 214,7 g de caseína, 3,3 g de L-Cistina, 54,4 g de amido de milho, 

108,7 g de maltodextrina, 371,8 g de açúcar refinado, 54,3 g de celulose, 120 g de banha, 

10 ml de óleo de soja, 38 g de mistura de minerais, 11 g de mistura de vitamina, 2,7 g de 

colina, 0,04 g de BHT (butil-hidroxi tolueno), 100 ml de H2O. 

 

Tratamento de ratos wistar com suplementação de glicose 

Ratos wistar machos foram gavados com uma solução de glicose (0.8 g/100 g 

peso /dia) adicionalmente a dieta padrão ad libitum, durante 21 dias.  

 

Isolamento de linfócitos a partir de baço de camundongos 

O baço, retirado após a morte do animal por deslocamento cervical, foi lavado e 

colocado em 16 mL de tampão PBS 1%, homogeneizado em homogeneizador  

Potter-Elvehjem. A suspensão de células foi então dividida e transferida em 2 tubos de 15 

ml contendo 2 ml de Ficoll-Hypaque e centrifugadas a 1350 xg por 25 minutos, à 

temperatura ambiente. Os linfócitos forão removidos da interfase, lavados duas vezes com 

10 mL de tampão PBS e ressuspensos em 0.5 ml do mesmo tampão. A quantificação das 

células viáveis foi feita na câmara de Newbauer. 

 

Isolamento de mitocôndrias hepáticas 

Mitocôndrias foram isoladas de fígado de camundongos adultos utilizando-se a 

técnica de centrifugação diferencial, segundo SCHNEIDER e HOGEBOOM (1950), após 

jejum de 16 hs. O fígado, retirado após a morte do animal por deslocamento cervical, foi 
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lavado em solução de sacarose 250 mM contendo tampão HEPES 5,0 mM pH 7,2, EGTA 

0,5 mM e BSA 0,1%, picado com tesoura e homogeneizado (10 strokes) em 

homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 10000 rpm sendo a fase 

lipídica flutuante retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspenso em sacarose 250 mM, HEPES 5,0 mM pH 7,2 e EGTA 0,3 mM, e novamente 

centrifugado na condição anterior. A fração mitocondrial foi ressuspensa na mesma solução 

sendo que isenta de EGTA, numa concentração de aproximadamente 50 mg de proteína por 

ml. 

 

Dosagem de proteína 

A concentração de proteína das suspensões mitocondriais foi determinada pelo 

método de biureto (GORNALL, et al., 1949), modificado pela adição de colato 1% 

(KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O princípio do método baseia-se na determinação da 

concentração de ligações peptídicas através da medida da absorbância do complexo cobre-

nitrogênio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbância é 

considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada, 

onde uma solução de BSA a 1% foi utilizada como padrão. 

 

Monitoramento do consumo de oxigênio  

O consumo de oxigênio por mitocôndrias, fragmentos de fígados ou células 

mononucleares de baço foi medido utilizando-se um eletrodo do tipo Clark  

(Hansatech Instruments Ldt conectado ao software OXIGRAPH V1.10, England) em uma 

câmara de 1 ml, termostatizada e equipada com agitador magnético. A concentração de 

oxigênio inicial no meio de reação foi de 225 nmol/ml (ROBINSON e COOPER, 1970) a 

28ºC. 
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Tratamento com ácido 5-hidroxidecanóico (5-HD) e preparação do tecido hepático 

Os camundongos controles e transgênicos fêmeas foram tratados com salina 

(i.p.) ou 5-HD (10 mg/Kg BW) 1 hora antes do sacrifício. Após o sacrifício, os fígados 

foram rapidamente dissecados e cortados em cubos de 1 mm, usando um cortador de 

tecidos. Em cada experimento, aproximadamente 50 mg de fígado foram incubadas em 1 

ml de meio Krebs-Henseleit acrescido de glicose 10 mM à (37°C) para a medida do 

consumo de O2, como descrito acima. O conteúdo de proteína exato em cada amostra de 

tecido homogeneizado foi determinado através do método de Biureto, e as velocidades de 

consumo de O2 foram calculadas.  

 

Medida de inchamento mitocondrial 

As suspensões mitocôndriais são turvas e espalham a luz incidente. O nível da 

luz espalhada é uma função da diferença entre o índice de refração da matriz e do meio e, 

qualquer processo que diminua esta diferença, irá diminuir a luz espalhada e aumentar a 

transmitância (NICHOLLS, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial, 

associado com a entrada de solutos permeáveis, resulta numa aproximação entre o índice de 

refração da matriz e do meio de reação com a conseqüente diminuição do espalhamento da 

luz. Esta propriedade das mitocôndrias fornece um método qualitativo simples para se 

estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As mitocôndrias são 

ideais à aplicação desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes variações de volume, 

já que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas pregas. O acompanhamento 

espectrofotométrico da redução da absorbância a 520 nm (MACEDO, et al., 1988) foi feito 

em um espectrofotômetro (DW 2000, SLM Aminco). As mitocôndrias de fígado de 

camundongo (0,5 mg de proteína/ml) foram incubadas em 2 ml de meio de reação, e os 

experimentos foram realizados a temperatura de 37oC. 
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Quantificação dos canais mitocondriais de K+ sensíveis a ATP 

Mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos transgênicos e controles  

(1 mg/ml) foram incubadas em meio de reação padrão contendo 10 µM do marcador 

glibenclamida fluorescente (ER TrackerTM Green (glibenclamide BODIPY® FL), Molecular 

ProbesTM). As amostras foram agitadas constantemente a 28º.C, ao abrigo da luz, por 45 

minutos e posteriormente centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos. O pellet resultante foi 

diluído em 2 ml de meio de reação padrão e essa mistura foi lida fluorimetricamente  

(F-4010, HITACHI) a 504/511 nm de excitação/emissão, respectivamente.  

 

Medida de produtos oxidados pela quantificação das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) 

A produção de TBARS pelas mitocôndrias foi monitorada de acordo com 

BUEGE e AUST, 1978. Primeiramente, 0,4 ml de amostras foram retiradas após 10 

minutos de incubação em meio de reação padrão e nas condições descritas, misturadas com 

0,4 ml de ácido tiobarbitúrico 1% em 0,05 N NaOH, 0,2 ml de H3PO4 e 40µl de NaOH 10 

N. A mistura foi aquecida a 90-100oC por 15 minutos na presença de butil hidroxitolueno 1 

mM. Após resfriamento, 1,5 ml butanol foi adicionado à solução. A mistura foi agitada e 

centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos. A densidade óptica da camada sobrenadante foi 

determinada a 535 nm. 

 

Estimativa da produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) por células 

mononucleares de baço 

A geração de EROS (superóxido, O2
-) por células intactas foi medida através de 

duas metodologias: (1) citometria de fluxo, através do marcador fluorescente dihidroetídio 

(DHE) que fluoresce quando oxidado a etídio. O acúmulo de marcador oxidado ao longo do 

tempo forneceu medida de produção de EROS das células em diferentes períodos de tempo. 

A leitura da fluorescência do composto foi feita no canal FL-2 do citômetro de fluxo 

Material e Métodos 

61



(FACSCalibur, Becton Dickinson); e (2) espectrofluorimetricamente, usando o corante 

permeável à membrana H2-DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceína, 1 µM) 

(LEBEL et al., 1992; GARCIA-RUIZ et al., 1997). Fluorescência foi monitorada em 488 

nm para excitação e 525 nm para emissão, com a largura da fenda de 3 nm. Calibração foi 

feita pela adição de concentrações conhecidas de diclorofluoresceína (DCF), o produto da 

oxidação do H2-DCF. A leitura da fluorescência foi feita em espectrofotômetro de 

fluorescência F-4010 (HITACHI). 

 

Análise do potencial de membrana mitocondrial em células mononucleares de baço 

Para a análise do potencial de membrana mitocondrial, os linfócitos foram 

incubados com o marcador catiônico fluorescente 3,3'-dihexyloxacarbocianido iodina 

(DiOC6(3)), que liga-se a membranas lipídicas que apresentam diferença de potencial 

elétrico, na presença ou não de CCCP, que dissipa este potencial. A razão de fluorescência 

do DiOC pela fluorescência do DiOC+CCCP fornece a medida proporcional à amplitude do 

potencial de membrana mitocondrial (ROTTENBERG e WU., 1998). A leitura da 

fluorescência foi feita no canal FL-1 do citômetro de fluxo (FACSCalibur, Becton 

Dickinson).  

 

Determinação da taxa respiratória de camundongos in vivo 

Para determinação da expiração de CO2 por camundongos in vivo foi utilizado o 

sistema de análise em fluxo, preparado de acordo com uma metodologia previamente 

estabelecida em nosso laboratório (CALEGARIO, et al, 2002). Esse sistema é composto 

por um fluxo gasoso (doador de CO2 – cuba fechada com os camundongos) e um fluxo de 

água deionizada fresca (receptor de CO2). Esses dois fluxos correm em direção a lados 

opostos de uma membrana de teflon® permeável a gás, mas impermeável a água, 

sustentada por uma cela acrílica (célula de difusão). Uma bomba peristáltica é usada para 

circular os fluxos aquoso e gasoso. O fluxo receptor flui para dentro de uma micro célula de 

condutividade conectada a um condutivímetro, cuja saída liga-se a um registrador 
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potenciométrico. O método é baseado na difusão de CO2 gasoso (provindo da cuba onde os 

camundongos estão fechados) através da membrana de Teflon® para o fluxo de água 

deionizada. O CO2, ao entrar em contado com a água, dissocia-se produzindo íons que, ao 

atravessarem a cela de condutividade, geram um gradiente de condutividade registrado em 

forma de curvas. O incremento na condutividade é proporcional à concentração de CO2 

expirado pelos camundongos. Os sinais do condutivímetro são enviados ao registrador. As 

velocidades de expiração de CO2 foram determinadas utilizando-se uma curva de 

calibração com concentrações conhecidas de CO2. Os camundongos foram submetidos à 

adaptação ao experimento (permanência por 5 minutos no reator, duas vezes ao dia) durante 

5 dias antecedentes às medições.  Foram selecionados camundongos com idade entre 4 e 6 

meses, e peso corporal entre 24 e 28 gramas. A partir das 10:00 h, os camundongos eram 

colocados individualmente no reator e a expiração de CO2 registrada por 5 minutos, em 5 

dias consecutivos. Durante as medições, a temperatura externa do reator foi mantida à 25 
oC e a interna foi controlada para a base de cálculos (pV = nRT). A produção de CO2 de 

cada animal foi a média das 5 medições diárias. 

 

Medida da temperatura corporal retal 

Durante 5 dias, a temperatura retal dos camundongos foi monitorada através de 

um termômetro clínico digital, modelo BD Basic (Becton Dickinson and Company, São 

Paulo, SP, Brasil). Uma vez ao dia, aproximadamente às 14 horas, cada camundongo foi 

rapidamente imobilizado e a temperatura retal medida por 20 segundos por 3 vezes. 

Obteve-se o valor final de temperatura de cada camundongo pela média dos valores obtidos 

em 5 dias consecutivos. 
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Monitoramento da ingestão alimentar e ganho de peso 

O ganho de peso e da ingestão alimentar foram monitorados em camundongos 

de 30 dias até 6 meses de idade. Os camundongos e a ração ingerida foram pesados 3 

vezes/semana. O peso corporal foi medido individualmente e a ingestão alimentar foi 

determinada pela média do peso de ração consumida /4 camundongos /caixa /dia.  

 

Análises estatísticas 

Os dados são apresentados como média ± epm. O n se refere ao número de 

animais utilizados em cada experimento. As análises estatísticas foram feitas usando  

one-way ANOVA para comparações múltiplas e teste t de Student para comparação de 2 

médias, usando o programa Origin 7.0. P ≤ 0.05 foi considerado significante.  
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4.1- Análise da bioenergética mitocondrial em fígados de animais tratados com dietas 

rica em carboidrato ou rica em gordura. 

Com o objetivo de verificar se o aumento do consumo de O2 no estado de 

repouso encontrado em mitocôndrias de fígados de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (ALBERICI et al., 2003) ocorria também em animais submetidos a 

dietas ricas em substratos energéticos, dois modelos foram utilizados.  

No primeiro modelo, ratos foram suplementados diariamente com 

concentrações altas de glicose. Dietas ricas em carboidratos induzem a transcrição de 15 

genes que codificam enzimas chave da lipogênese hepática (GRANNER e PILKIS, 1990) e 

causam o fenótipo da síndrome X (ZHU et al., 2004), que inclui principalmente a 

hipertrigliceridemia, resistência à insulina e obesidade central (REAVEN, 1994).   

As células de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos (HTG) recebem 

um aporte de ácidos graxos maior que as células de camundongos controles devido à maior 

quantidade de TG na circulação sanguínea que, através da ação da lipoproteína lípase, 

libera os AGL constantemente para os tecidos. Simulando o que ocorre nesses animais, um 

segundo modelo de estudo foi gerado submetendo camundongos não-transgênicos 

(controles) à dieta rica em gordura por um longo período de tempo (4 meses), com o intuito 

de verificar se a elevação do aporte de AGL aos tecidos, independente da trigliceridemia, 

induziria um aumento da respiração em mitocôndrias de fígado. Os camundongos HTG 

também foram submetidos à esta dieta para exacerbar o aporte de AGL aos tecidos destes 

animais.  

Os níveis plasmáticos de TG dos ratos e camundongos submetidos a esses 

tratamentos estão mostrados na Tabela II. Os ratos suplementados com glicose exibiram 

concentrações plasmáticas de TG 89% mais elevadas do que os ratos não suplementados.  

Já em camundongos, a dieta rica em gordura não aumentou as concentrações plasmáticas de 

TG em animais controles, assim como não alterou o perfil de TG em animais transgênicos 

em relação à dieta padrão (ALBERICI, et al., 2003).  
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A análise da bioenergética mitocondrial mostrou que nas mitocôndrias de 

fígados de ratos suplementados com glicose, ocorreu uma diminuição do controle 

respiratório (CR, razão entre as velocidades de respiração mitocondrial nos estados III e IV) 

em 17%, devido ao aumento da velocidade de respiração de repouso de 32% (estado IV) 

quando comparado à mitocôndrias de fígados de ratos controles (Tabela III). O mesmo 

ocorreu nas mitocôndrias de fígados de camundongos controles submetidos à dieta rica em 

gordura, que também apresentaram uma diminuição do CR e uma respiração de repouso 

aumentada em relação à dieta padrão, mas semelhante às mitocôndrias de fígado de 

camundongos HTG (Tabela IV).  

A respiração de fosforilação (estado III) foi elevada apenas pela suplementação 

com glicose. Isso não ocorreu devido a um aumento na atividade dos complexos da cadeia 

de transporte de elétrons, visto que a velocidade máxima da cadeia respiratória (na presença 

de FCCP) não foi alterada com o tratamento. Isto sugere que nessas mitocôndrias o 

tratamento tenha induzido adicionalmente uma outra adaptação no estado de fosforilação, 

como por exemplo, um aumento na atividade de ATP sintases. 

A eficiência de fosforilação (razão ADP/O) não foi significativamente alterada 

em mitocôndrias de fígados de ambos os modelos de manipulação dietética, comparadas 

aos seus respectivos controles, indicando que a capacidade de fosforilação oxidativa foi 

preservada nos ratos portadores de hipertrigliceridemia secundária e nos camundongos 

submetidos à dieta rica em gordura (Tabela III e IV). Como a principal característica da 

atividade de UCPs é desviar os H+ da síntese de ATP, e dessa forma, reduzir a eficiência de 

fosforilação (razão ADP/O), nossos resultados sugerem que a atividade destas proteínas não 

está envolvida nestas alterações de velocidade de consumo de O2.  

 

4.2- Análise dos efeitos do tratamento hipolipemiante com insulina na bioenergética de 

mitocôndrias de fígados de camundongos HTG  

Resultados anteriores do nosso laboratório demonstraram que o tratamento 

hipolipemiante com ciprofibrato corrigiu a respiração de repouso elevada em mitocôndrias 

de camundongos HTG (ALBERICI et al., 2003). O tratamento com ciprofibrato 

classicamente reduz os TG e AGL plasmáticos, assim como as concentrações intracelulares 
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de ácidos graxos por aumentar sua oxidação. Com o intuito de verificar se as concentrações 

intracelulares de ácidos graxos são as responsáveis pelo aumento da respiração de repouso 

em animais HTG, tratamos estes camundongos com insulina, que também é um tratamento 

hipolipemiante, porém distinto do ciprofibrato. Conhecidamente, o tratamento com insulina 

reduz os níveis plasmáticos de TG por estimular a LPL e a atividade de proteínas 

transportadoras de ácidos graxos. No entanto, induz a lipogênese no tecido adiposo e reduz 

a β-oxidação em todos os tecidos alvos da insulina. Como esperado, o tratamento crônico 

com insulina reduziu os níveis plasmáticos elevados de TG em camundongos HTG  

(Tabela V). Apesar disso, o tratamento com insulina nesses animais não normalizou o 

elevado consumo de O2 no estado de repouso e, conseqüentemente, nem o baixo CR das 

mitocôndrias de fígados de camundongos transgênicos, comparadas as mitocôndrias de 

fígados de camundongos controles. A razão ADP/O e o estado III de respiração, que já não 

estavam alterados nos camundongos HTG, também não sofreram modificações com o 

tratamento (Tabela V).  

 

4.3- Análise da bioenergética mitocondrial in situ (células mononucleares de baço) de 

camundongos HTG  

A análise da bioenergética mitocondrial de camundongos HTG in situ se 

mostrou necessária para a comprovação dos resultados obtidos em mitocôndrias isoladas e 

para o entendimento da amplitude desse fenômeno adaptativo. Células mononucleares de 

baço são um bom modelo para o estudo dos efeitos da hipertrigliceridemia na bioenergética 

mitocondrial in situ. Primeiro, pela facilidade de isolamento e viabilidade dessas células in 

vitro. Segundo, pelo fato destes tipos celulares serem encontrados também na parede 

celular durante o processo de aterogênese, principalmente em animais 

hipertrigliceridêmicos, já que a hipertrigliceridemia representa um fator de risco 

independente para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (MALLOY, 2001). 

O consumo de oxigênio por células mononucleares isoladas de baços extraídos 

de camundongos HTG e controles foi analisado em diferentes estados respiratórios  

(Figura 6). Nota-se que as células HTG (barras cheias) apresentaram velocidade de 
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respiração aproximadamente 40% e 50% maior do que as células controles (barras vazias), 

antes e depois da permeabilização com 0,001% de digitonina, respectivamente. Nas células 

permeabilizadas, observa-se que em condições de elevada síntese de ATP pelas 

mitocôndrias (na presença de ADP), as células HTG e controles não apresentaram diferença 

significativa entre as velocidades de consumo de oxigênio. A inibição da síntese 

mitocondrial de ATP pela oligomicina (bloqueio da F0F1ATP-sintetase) retornou a 

respiração celular ao estado de repouso (estado IV de respiração mitocondrial), no qual 

observa-se que as células HTG voltaram a apresentar um maior consumo de oxigênio.  

A adição de CCCP aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial interna (MMI) à 

H+ e dessa forma desfaz rapidamente o potencial eletroquímico de membrana (∆ψm), o que 

aumenta o consumo de oxigênio para a velocidade máxima da cadeia respiratória 

mitocondrial. Nesse estado, como no estado de fosforilação (estado III), não foi observada 

diferença significativa entre as células HTG e controles. A respiração das células intactas 

também foi analisada em meio RPMI 1640 (como meio extracelular), onde apresentaram o 

mesmo perfil dos experimentos feitos em meio de reação padrão (livre de Ca2+), ou seja, as 

células HTG apresentaram valores de respiração (2,28 ± 0,3) maiores que as células 

controles (1,73 ± 0,22). Valores de média ± epm, em nmol O2.1,5 . 107 células-1.min-1  

(n = 4, p = 0,028).  

A velocidade de respiração da mitocôndria é regulada pelo potencial de 

membrana mitocondrial (∆ψm) para garantir a síntese de ATP (MITCHELL, 1961). Para 

comprovação dos resultados obtidos na respiração, foram analisados os potenciais de 

membrana mitocondrial (∆ψm) em linfócitos de baços de camundongos HTG e controles, 

através da citometria de fluxo. Foi utilizado o marcador catiônico fluorescente 3,3'-

dihexiloxacarbocianeto iodina (DiOC6(3)), que liga-se a membranas lipídicas que 

apresentam diferença de potencial elétrico, na presença ou não de CCCP, que dissipa o 

∆ψm. A razão de fluorescência do DiOC6(3) pela fluorescência do DiOC6 + CCCP fornece 

a medida proporcional à amplitude do ∆ψm. A Figura 7 mostra que não houve diferença 

significativa entre as razões de fluorescência entre os dois tipos de células intactas, 

indicando que as mitocôndrias de linfócitos transgênicos e controles possuem semelhantes 

∆ψm . A inibição da síntese de ATP pela oligomicina induziu um pequeno aumento nos 
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potenciais de membrana em ambos tipos celulares, como esperado. De acordo com estes 

resultados e com os obtidos na avaliação da respiração, o potencial de membrana 

mitocondrial de células HTG, que é utilizado pelo processo de desacoplamento, está sendo 

restabelecido as custas do aumento do consumo de oxigênio. 

Pequenos desacoplamentos entre respiração e fosforilação oxidativa, como 

causados pelos canais de K+ sensíveis a ATP (mitoKATP) ou UCPs, promovem o aumento 

da respiração que baixa a tensão de oxigênio e diminui a concentração de intermediários da 

cadeia respiratória na forma de doadores monoeletrônicos (TURRENS, 1997). Como a 

hipertrigliceridemia aumentou o consumo de O2 em células mononucleares de baço, 

procuramos verificar se esse aumento era suficiente para reduzir a geração de EROs nessas 

células.    

A geração de EROS por células mononucleares isoladas de baços de 

camundongos HTG e controles foi monitorada através de duas metodologias: citometria de 

fluxo, através do marcador dihidroetídio (DHE), e pela espectrofluorimetria, através do 

marcador H2-DCFDA que emite fluorescência quando oxidado à DCF. A análise do perfil 

de oxidação do DHE pela citometria de fluxo (Figura 8) mostrou que as células de 

camundongos HTG, ao longo do tempo de 60 a 90 minutos, produziram semelhantes 

quantidades de EROs quando comparadas às células de camundongos controles. Esse 

resultado foi confirmado pela quantificação espectrofluorimétrica da fluorescência do DCF 

(Figura 9), que além disso, mostrou que a permeabilização das células em meio contendo 

Ca2+ contaminante (~10 µM) provocou um aumento na produção de EROs semelhante em 

ambos grupos de células.  

 

4.4- Envolvimento de canais de K+ sensíveis à ATP (mitoKATP) no desacoplamento em 

mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos transgênicos HTG 

4.4.1- Respiração e inchamento mitocondrial   

Como nossos experimentos iniciais em mitocôndrias isoladas de fígado de 

camundongos HTG indicaram que as UCPs e o TNA não estão envolvidos no aumento da 

velocidade de respiração no estado de repouso (ALBERICI, et al., 2003), estudamos agora 

um outro possível mecanismo de desacoplamento nessas mitocôndrias: o aumento do fluxo 
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de K+ pela membrana mitocondrial interna, devido a abertura de canais de K+ sensíveis a 

ATP (mitoKATP). A atividade aumentada destes canais promove a entrada excessiva de K+ 

na matriz mitocondrial que é acompanhada da extrusão do íon através de um trocador 

K+/H+. Isso conseqüentemente promove uma pequena diminuição do potencial 

eletroquímico de H+ (∆µH+), que é recomposto às custas do aumento de respiração. Para 

investigar essa possibilidade, verificamos a velocidade de consumo de O2 por mitocôndrias 

de fígado HTG e controles em diversas condições experimentais. Nota-se que em meio de 

reação padrão contendo K+, as mitocôndrias de fígados HTG apresentaram uma velocidade 

de respiração de repouso aproximadamente 24 % maior do que as mitocôndrias de fígados 

de camundongos controles (Figura 10). A substituição de K+ por Li+ (sem K+) no meio de 

reação padrão restabeleceu a velocidade de respiração das mitocôndrias HTG ao nível das 

controles, o que caracterizou a dependência do íon K+ no mecanismo de desacoplamento 

em mitocôndrias HTG. Observou-se também, somente nas mitocôndrias HTG, uma 

redução da velocidade de respiração na presença de ATP (K+/ATP), o que indicou um 

possível envolvimento de canais de K+ sensíveis a ATP (mitoKATP). Observamos também o 

efeito de ativadores e inibidores clássicos do mitoKATP sobre a velocidade de respiração das 

mitocôndrias HTG: o diazóxido (K+/ATP/DZX) reverteu a inibição por ATP e abriu o canal 

novamente para a entrada de K+, elevando novamente a velocidade respiração; o ácido 5-

hidroxidecanóico (K+/ATP/DZX/5-HD) reverteu a abertura do canal induzida  por DZX, ou 

seja, fechou o canal e diminuiu novamente a velocidade de respiração das mitocôndrias 

transgênicas ao nível das controles. A adição desses mesmos compostos nas mitocôndrias 

controles não promoveu alterações significativas na velocidade de respiração (Figura 10).  

A entrada de K+ na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusão de H2O e 

ânions, principalmente Pi, resultando em aumento do volume da matriz. A análise de 

inchamento mitocondrial em mitocôndrias de fígado de camundongos HTG e controles 

(Figura 11A e 11B) revelou um maior aumento de volume das mitocôndrias transgênicas, 

comparadas às mitocôndrias controles, quando adicionadas em meio de reação hiposmótico 

suplementado com K+. Esse aumento adicional de volume foi prevenido pela adição de 

ATP, glibenclamida ou 5-HD e estimulado por DZX (Figura 11B). Os resultados obtidos 

com ativadores e inibidores do MitoKATP demonstram que esses canais participam do 

desacoplamento em mitocôndrias de fígados de camundongos hipertrigliceridêmicos: eles 
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permitem a entrada adicional de K+ na matriz mitocondrial, verificado pelo aumento de 

volume da organela.  A extrusão desse íon em troca por H+ do espaço intermembranas 

diminui o potencial eletroquímico de H+, que é restabelecido através do aumento do 

consumo de oxigênio.   

 

4.4.2– Ensaio de ligação da subunidade SUR do mitoKATP com glibenclamida 

fluorescente 

O aumento da respiração provocado pelo mitoKATP em mitocôndrias isoladas de 

fígado de camundongos transgênicos poderia ocorrer devido a um aumento na quantidade 

e/ou atividade desses canais. Devido a falta de anticorpos comerciais de boa qualidade, não 

realizamos a técnica de Western Blotting. Alguns grupos de pesquisadores usaram 

anticorpos contra determinadas mitoKIRs e mitoSURs mas os resultados foram 

controversos (SUZUKI et al., 1997; LACZA et al., 2003; TAI et al., 2003). Alguns outros 

estudos indicam que esses anticorpos reagem também contra outras proteínas mitocondriais 

(GROVER e GARLID, 2000). Recentemente, a Molecular ProbesTM disponibilizou uma 

glibenclamida marcada fluorescentemente que se liga às subunidades SUR de retículo 

endoplasmático. Como sabemos que na mitocôndria, subunidades SUR estão presentes 

apenas em mitoKATP (para revisão MIRONOVA et al., 2004), utilizamos essa mesma 

técnica de marcação em preparações de mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos. 

A leitura da fluorescência emitida pelas mitocôndrias incubadas com a glibenclamida 

marcada revelou uma maior ligação deste marcador fluorescente nas mitocôndrias HTG 

quando comparadas as controles (Figura 12), o que sugere uma maior quantidade de 

subunidades mitoSUR e, provavelmente, uma maior quantidade de mitoKATP em 

mitocôndrias de fígado de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos. 
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4.4.3- Consumo de oxigênio por fragmentos de fígados de camundongos tratados 

com 5-HD 

O leve desacoplamento promovido pela expressão e atividade de mitoKATP em 

mitocôndrias de fígado de camundongos HTG poderia resultar em alterações no 

metabolismo total do fígado intacto desses animais. Para checar essa possibilidade, o 

consumo de O2 foi medido em fragmentos de fígados extraídos de camundongos controles 

e HTG. Como mostra a Figura 13, o consumo de O2 pelos fígados HTG foi 16 % maior que 

o consumo dos fígados controles. O aumento do consumo de O2 pelos fragmentos HTG 

pode ser atribuído ao mitoKATP visto que o 5-HD, injetado intraperitonialmente 1 hora antes 

da retirada dos fígados dos camundongos, diminuiu significativamente o consumo de O2 

somente no fígado HTG, retornando o consumo de O2 aos níveis dos controles.  

 

4.5 - Velocidade de produção de CO2 in vivo e temperatura corporal em camundongos 

hipertrigliceridêmicos e controles 

Devido ao fígado ter um papel importante no metabolismo oxidativo corporal, 

verificamos se os camundongos HTG apresentam maior velocidade metabólica corporal 

quando comparados aos controles. Para isso, determinamos a liberação de CO2 in vivo e a 

temperatura corporal destes animais. A velocidade de expiração de CO2 por camundongos 

HTG foi superior em 17% em relação aos camundongos controles (Figura 14) assim como 

temperatura corporal foi superior em 0,7 oC (Figura 15). O aumento da liberação de CO2 e 

da temperatura corporal são indicativos de que camundongos HTG possuem um 

metabolismo mais elevado que camundongos controles.  

Se esses camundongos HTG têm aumento de metabolismo oxidativo corporal, 

eles deveriam ser mais magros ou apresentar maior ingestão alimentar. De fato, verificamos 

que os camundongos HTG mantém um peso semelhante aos controles às custas de maior 

ingestão e menor eficiência alimentar (Figura 16). 
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4.6 - Peroxidação lipídica em mitocôndrias de fígado de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos e controles 

Nossos resultados anteriores demonstraram que as mitocôndrias de fígado de 

camundongos HTG são mais suscetíveis à abertura do poro de TPM induzido por Ca2+ do 

que mitocôndrias controles (ALBERICI et al., 2003). A abertura do poro de TPM pode 

ocorrer devido a oxidação de proteínas da membrana mitocondrial interna por EROs na 

presença de Ca2+ (FAGIAN et al., 1990; CASTILHO et al., 1996; KOWALTOWSKI e 

VERCESI, 1999). Assim, investigamos nestas mitocôndrias a suscetibilidade a peroxidação 

de lipídios da membrana mitocondrial interna.  

Sabe-se que a lipoperoxidação da membrana mitocondrial interna resulta em 

aumento de sua permeabilidade, o que ocasiona prejuízo de suas funções bioenergéticas, 

tais como respiração, fosforilação oxidativa, transporte de íons, e outros (BINDOLI, 1988; 

CHANCE e WILLIANS, 1956). O dano à membrana mitocondrial interna pode ser 

monitorado pelo influxo do suporte osmótico e água, que resulta em inchamento.  

O experimento descrito na Figura 18, mostra que em contraste com as mitocôndrias 

controles, as mitocôndrias HTG sofreram extenso inchamento após a incubação na presença 

de Pi (4 mM). Na presença de Ca2+, o Pi estimula a propagação de reações de 

lipoperoxidação iniciadas por EROS (KOWALTOWSKI, et al., 1996). O inchamento das 

mitocôndrias transgênicas foi parcialmente protegido pelo antioxidante butil-hidroxitolueno 

(BHT) ou ciclosporina A (CSA) e totalmente prevenido pela combinação de ambos. Esses 

dados indicam que as membranas de mitocôndrias HTG, na presença de pró-oxidantes, são 

mais suscetíveis ao processo de permeabilização, mediado parcialmente por peroxidação 

lipídica e parcialmente pela abertura do poro de TPM. 

Medimos também nas mitocôndrias isoladas controles e transgênicas a geração 

de produtos oxidados que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). Essa dosagem 

mostrou que, em condições basais (meio de reação padrão, na presença de Ca2+ 

contaminante: ~10 µM), as mitocôndrias de fígado isoladas de camundongos HTG 

apresentaram quantidades similares de TBARS quando comparadas às mitocôndrias de 

camundongos controles (Figura 17). Porém, quando na presença do pró-oxidante 

Fe(II)citrato e Ca2+, as mitocôndrias HTG apresentaram maiores quantidades de TBARS do 

que mitocôndrias controles.  
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Alterações no metabolismo energético mitocondrial têm sido encontradas em 

diversas doenças metabólicas, onde participam tanto como causa quanto como 

conseqüências dessas doenças (para revisão LEMASTERS, 2001). Como causa, por 

exemplo, uma mutação no DNA mitocondrial (DNAmt) adquirida maternalmente, que 

codifica um RNA de transferência, pode causar hipomagnesemia, hipertensão e 

hipercolesterolemia conjuntas (WILSON et al., 2004). Certos polimorfismos do DNAmt 

são relatados na resistência a insulina e podem predizer o risco de desenvolvimento do 

diabetes (CLAPHAM et al., 2000). Por outro lado, tem sido descrito aumento de expressão 

de UCPs frente a situações metabólicas como obesidade (BAO et al., 1998), resistência à 

insulina (SAMEC, et al., 1999), concentrações elevadas de AGL circulantes (BOSS, et al., 

1998) e diabetes (BAO et al., 1998; HIDAKA et al., 2000).  Apesar da atividade de UCPs 

mediar a dissipação de energia, favorecendo um estado catabólico, os efeitos das UCPs no 

controle de peso são ainda incertos. Enquanto camundongos que superexpressam a UCP3 

humana em músculos esqueléticos são hiperfágicos e magros (CLAPHAM et al., 2000), 

camundongos que tiveram este gene desativado não apresentam alterações de peso em 

relação aos controles (GONG et al., 2000; VIDAL-PUIG et al., 2000). 

Nestes últimos anos temos estudado as alterações do metabolismo energético 

mitocondrial de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos, que superexpressam a 

apo-CIII humana (HTG). Esses camundongos são um bom modelo de estudo dos efeitos 

das concentrações plasmáticas elevadas de TG e AGL, sem outros fatores metabólicos 

relacionados, normalmente presentes na obesidade, resistência à insulina, diabetes e 

síndrome metabólica. As mitocôndrias de fígado desses animais apresentam um consumo 

de oxigênio no estado de repouso 23 % maior que mitocôndrias de animais controles, 

fenômeno que não está relacionado ao aumento da atividade de UCPs ou do translocador de 

nucleotídeos de adenina (ALBERICI et al., 2003). A partir desta constatação, supusemos 

que o aumento da respiração refletia a existência de um outro mecanismo adaptativo de 

dissipação de energia nestes camundongos. Assim, procuramos identificar este mecanismo 

e verificar sua repercussão in situ e in vivo. 
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Verificamos se o excesso de energia fornecida pela induziria o aumento do 

consumo de O2 por mitocôndrias isoladas de fígado. Nossos resultados demonstraram que 

ratos suplementados diariamente com altas concentrações de glicose desenvolveram uma 

hipertrigliceridemia secundária que, assim como na hipertrigliceridemia primária em 

camundongos HTG, também modificou a bioenergética de mitocôndrias de fígado, 

elevando o consumo de O2 no estado de repouso. O tratamento com dieta rica em gordura, 

apesar de não ter induzido a hipertrigliceridemia em camundongos controles, aumentou o 

aporte de AGL aos tecidos desses animais, o que induziu um aumento da respiração no 

estado de repouso, muito semelhante ao aumento encontrado nos camundongos HTG e nos 

ratos com hipertrigliceridemia secundária. Essa dieta também não alterou as concentrações 

de TG plasmáticos em animais HTG, assim como não modificou adicionalmente sua 

respiração no estado de repouso (que já é elevada mesmo na dieta pobre em gordura) 

indicando que esta adaptação já se encontra no limite máximo nos camundongos HTG. 

Esses resultados indicaram a importância não só da hipertrigliceridemia, mas também de 

elevado aporte de AGL na indução do aumento do consumo de O2 no estado de repouso, 

como um mecanismo adaptativo de dissipação de excesso de substrato energético. 

Apesar das manipulações dietéticas para a indução de dislipidemias estarem 

geralmente associadas à indução de UCPs em diversos tecidos (LANGIN, 2003; BAO et 

al., 1998; SAMEC, et al., 1999), a participação dessa proteína no mecanismo de 

desacoplamento encontrado em nossos dois modelos de tratamento foi descartada, uma vez 

que a razão ADP/O não foi alterada pelos tratamentos. Acreditamos que os camundongos 

HTG, assim como os ratos com hipertrigliceridemia secundária e os camundongos 

controles submetidos à dieta rica em gordura, desenvolveram um mesmo mecanismo 

adaptativo mitocondrial de dissipação de energia.  

Visto que um aumento na velocidade de respiração de repouso mitocondrial foi 

induzido pelo aumento do aporte de ácidos graxos aos tecidos de camundongos controles, 

averiguamos se as elevadas concentrações de lipídios intracelulares são necessárias para 

que ocorra o aumento da velocidade de respiração de repouso em mitocôndrias de fígados 

de camundongos HTG. Os tratamentos realizados com ciprofibrato (ALBERICI et al., 

2003) ou com insulina diminuíram as concentrações plasmáticas de TG e AGL aumentadas 
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em camundongos HTG, através da estimulação da atividade da lipoproteína lípase 

plasmática e da expressão de proteínas de transporte/ligação de ácidos graxos. Porém, 

somente o ciprofibrato, que aumenta a oxidação intracelular de ácidos graxos, foi capaz de 

normalizar a respiração de repouso mitocondrial, diferentemente da insulina que inibe a 

beta-oxidação de ácidos graxos. A interpretação dos efeitos desses dois tratamentos indica 

que a concentração intracelular de ácidos graxos elevada, secundária à hipertrigliceridemia, 

é a responsável pela indução do aumento do consumo de O2 no estado de repouso em 

mitocôndrias em fígado de camundongos transgênicos.  

Para comprovar se os resultados obtidos com mitocôndrias isoladas ocorriam 

também no ambiente celular, verificamos a bioenergética de mitocôndrias de camundongos 

HTG in situ. A análise do consumo de O2 pelas células mononucleares de baços revelou 

que as mitocôndrias in situ de camundongos HTG apresentaram uma respiração de repouso 

elevada, assim como ocorre em mitocôndrias de isoladas de fígado desses animais. Esse 

resultado demonstrou que o mecanismo de desacoplamento em camundongos HTG ocorre 

in situ e em outros tecidos além do fígado.  

Apesar da velocidade de respiração ser regulada pelo potencial de membrana 

mitocondrial, verificamos que as mitocôndrias HTG e controles in situ possuem potenciais 

de membrana semelhantes. Isto indica que, provavelmente, o desacoplamento em 

mitocôndrias HTG promove uma ligeira diminuição do potencial de membrana que não 

pode ser detectado com precisão ou que foi restabelecido pelo aumento da respiração. 

Embora uma ligeira redução do potencial de membrana mitocondrial, com conseqüente 

aumento da velocidade de respiração de repouso, possa reduzir a geração de EROs, nossos 

resultados indicaram que as células mononucleares de baços de camundongos HTG e 

controles produzem semelhantes quantidades de EROs. Por outro lado, isso indica que o O2 

consumido adicionalmente pelas células HTG está sendo utilizado pelas mitocôndrias e não 

pelos outros sistemas de geração de EROs. Nessas células, as EROs também podem ser 

geradas por outras vias além da mitocondrial, como pelo citocromo P-450, sistema xantina-

xantina oxidase, via das lipoxigenases e NADPH oxidase de membrana plasmática 

(ALLEN e TRESINE, 2000), que compõe um sistema bem regulado de produção de EROs, 

especialmente o H2O2 que funciona como segundo mensageiro da ativação linfocitária 

(RETH, 2002).  
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Nossos resultados anteriores demonstraram que as mitocôndrias de fígado 

desses animais, na presença de Ca2+, são mais suscetíveis ao processo de permeabilização 

da membrana mitocondrial interna provocado pela abertura do poro de TPM  

(ALBERICI et al., 2003), independente de grandes quantidades de EROs. Adicionando 

mais informações a este contexto, nossos resultados demonstraram que na presença de 

agentes pró-oxidantes, as mitocôndrias de fígado HTG produzem maiores quantidades de 

produtos oxidados, assim como também se mostram mais suscetíveis a permeabilização da 

membrana mitocondrial interna provocada pelo processo de peroxidação lipídica.  

Esses resultados sugerem que pode existir uma maior quantidade de substratos 

lipídicos nas mitocôndrias HTG que, em situações onde ocorre uma produção excessiva de 

EROs (na presença de altas concentrações de Ca2+, Pi e Fe(II)citrato), servem de substratos 

para a peroxidação lipídica. Nestas condições, mesmo os mitoKATP agindo como discretos 

desacopladores, provavelmente não conseguem reduzir a geração de EROs e evitar a 

peroxidação lipídica em mitocôndrias HTG. Em condições basais, a atividade dos mitoKATP 

deve diminuir a geração de EROs e dessa forma reduzir o processo de peroxidação lipídica 

provocado pelo excesso de lipídios.  

Outra hipótese é de que o desacoplamento contínuo provocado pelo mitoKATP 

para aumentar o metabolismo, estaria também reduzindo a geração de EROs e, por 

conseqüência, promovendo uma regulação negativa do sistema anti-oxidante em 

mitocôndrias HTG. Em situações de estresse oxidativo induzido por Ca2+, esse sistema  

anti-oxidante “menos eficiente” poderia permitir uma maior formação do radical hidroxil 

(OH•), que na presença de Fe2+ e Pi, aumentaria os danos à membrana mitocondrial interna, 

levando ao processo de permeabilização desta membrana, mediado parcialmente pela 

abertura do poro de TPM e parcialmente por peroxidação lipídica. 

Existem evidências experimentais de que a TPM pode ser um evento essencial 

em mecanismos de morte celular tanto por apoptose como por necrose  

(LEMASTERS et al., 1998). O aumento sustentado da concentração de Ca2+ citosólico e 

intramitocondrial pode induzir a TPM. Na morte celular necrótica, o aumento do Ca2+ 

citosólico ocorre por falência dos mecanismos de regulação intracelular da concentração do 

cátion e a TPM generalizada leva à depleção de ATP seguida de morte celular. No caso da 
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morte por apoptose, a TPM seria um evento localizado a sítios de aumento regulado do 

Ca2+ e a produção do ATP, necessário para este tipo de morte celular, seria preservada às 

custas de mitocôndrias não atingidas. A abertura do poro de TPM facilitaria a liberação de 

fatores pró-apoptóticos mitocondriais tais como Smac/Diablo, fator indutor de apoptose 

(AIF) e citocromo c. A presença destes fatores no citosol leva a ativação de proteases 

denominadas caspases, que promovem a morte “limpa”. Desta forma, os experimentos 

deste trabalho sugerem que os animais hipertrigliceridêmicos são mais susceptíveis à TPM 

que pode levar a morte celular, seja por necrose ou apoptose, em situações que aumentam 

os níveis intracelulares de Ca2+, ou na presença de agentes pró-oxidantes. 

Procuramos ainda identificar o mecanismo de desacoplamento mitocondrial 

responsável pelo aumento do consumo de O2 em mitocôndrias de fígado de camundongos 

HTG. Nossos resultados demonstraram claramente que este mecanismo adaptativo de 

dissipação de energia ocorre através de aumento de atividade de canais de K+ sensíveis a 

ATP (mitoKATP). Dentre as principais funções demonstradas do transporte de K+ para a 

matriz mitocondrial através dos mitoKATP estão a proteção do miocárdio frente a situações 

de isquemia e reperfusão (GARLID et al., 1997) e a diminuição da produção de EROs pelas 

mitocôndrias (FERRANTI et al., 2003). Esses canais permitem a entrada adicional de K+ na 

matriz mitocondrial que é acompanhada de sua extrusão através de um trocador K+/H+, com 

conseqüente diminuição do potencial eletroquímico de H+ (∆µH+). A recomposição desse 

potencial ocorre às custas do aumento da respiração e da oxidação de coenzimas NADH e 

FADH2. A regeneração destas coenzimas acelera a velocidade do ciclo de Krebs, que assim 

consome maiores quantidades de grupos acetil derivados da oxidação de glicose, ácidos 

graxos ou aminoácidos. 

Verificamos que este estado catabólico elevado em mitocôndrias de fígado de 

camundongos HTG resultou em aumento do metabolismo hepático nesses animais, visto 

que o consumo de O2 pelos fígados HTG foi 16 % maior que o consumo dos fígados 

controles. Este aumento é menor do que os 24 % encontrados nas mitocôndrias isoladas de 

fígados desses animais, provavelmente devido às mitocôndrias no fígado intacto estarem 

em um estado um pouco mais próximo de fosforilação oxidativa, e não totalmente em 

estado de repouso como obtido com mitocôndrias isoladas. O tratamento dos camundongos 

com 5-HD, um inibidor dos mitoKATP, restabeleceu o consumo de O2 em fígados de 
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camundongos HTG para o nível dos controles, caracterizando o envolvimento desses 

canais. Esses resultados demonstraram que os fígados íntegros de camundongos HTG 

refletem o aumento no consumo de O2 mitocondrial promovido pelos mitoKATP. 

Devido ao fígado ter um papel importante no metabolismo oxidativo corporal, 

verificamos alguns parâmetros metabólicos corporais dos camundongos HTG. Constatamos 

que esses camundongos produziram maiores quantidades de CO2 quando comparados aos 

controles, provavelmente devido ao aumento da velocidade do ciclo de Krebs, que a cada 

volta gera também duas moléculas de CO2. A temperatura corporal elevada encontrada em 

camundongos HTG é também um outro indicativo de que nesses animais ocorre um 

aumento de metabolismo. Como resultado do curto circuito de H+ pela membrana 

mitocondrial interna, a energia da oxidação de substratos não é conservada pela formação 

de ATP, mas é dissipada na forma de calor, elevando a temperatura corporal desses 

camundongos.  

Todos os resultados sugerem que o aumento de metabolismo corporal em 

camundongos HTG se deva ao aumento de atividade de mitoKATP em mitocôndrias de 

fígado e provavelmente de outros tecidos desses animais. Para fazermos esta afirmação, 

seria necessário verificar se o tratamento crônico in vivo desses animais com antagonistas 

do mitoKATP restabeleceria o metabolismo dos camundongos HTG ao nível dos controles. 

Isso é inviável devido a aos demais efeitos sistêmicos provocados por esses fármacos. Por 

exemplo, as sulfoniluréias (glibenclamida, tolbutamida e outras) são utilizadas no 

tratamento do diabetes, aumentam a secreção de insulina pelas células β pancreáticas e 

podem causar hipoglicemia em controles não-diabéticos. Além disso, diminuem a 

depuração hepática da insulina e suprimem discretamente a secreção do hormônio glucagon 

(GOODMAN e GILMAN, 1996). Nesses casos, o efeito antagonista dos mitoKATP no 

metabolismo de camundongos HTG poderia ser mascarado por outras alterações 

metabólicas e efeitos colaterais provocados pela administração dos fármacos.  

De qualquer maneira, esta resposta adaptativa das mitocôndrias ao excesso de 

substrato energético intracelular teve uma potente repercussão in vivo. Ao aumentar de 

modo global o metabolismo corporal, os camundongos HTG aumentaram também a 

ingestão alimentar e puderam manter o peso corporal apesar da hipertrigliceridemia e da 

hiperfagia.  
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Nossos resultados demonstraram que concentrações intracelulares elevadas de 

ácidos graxos, tanto na hipertrigliceridemia primária quanto na secundária, modificam a 

bioenergética de mitocôndrias de fígado, elevando o consumo de O2 no estado de repouso. 

Na hipertrigliceridemia primária esse aumento ocorre devido a atividade dos mitoKATP em 

fígados, que eleva o metabolismo corporal nestes camundongos transgênicos. Esse 

mecanismo pode representar uma resposta adaptativa para oxidar o excesso de ácidos 

graxos intracelulares. Nosso trabalho atribui uma nova função para o canal mitocondrial de 

K+ sensível a ATP na regulação do metabolismo de substratos energéticos intracelulares e 

possivelmente no controle do peso corporal.  
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Tabela 1 - Classificação das hipertrigliceridemias primárias.  

Doença Gene mutante Classe de 

partículas 

aumentadas 

Defeito metabólico Prevalência 

Deficiência familiar de LPL LPL QM ↓ catabolismo QM 1/106

Deficiência familiar de apoC-II Apo-CII QM ↓ catabolismo QM 1/106

HTG familiar desconhecido QM e  

VLDL 

↓ catabolismo VLDL 

↑ síntese VLDL, QM 

0,5-1/100 

Disbetalipo- 

proteinemia familiar 

desconhecido IDL e  

QM rem 

↓ catabolismo IDL 

↓ catabolismo QMrem 

1/104

HTG; hipertrigliceridemia; LPL, lipoproteína lípase; QM, quilomicron; VLDL, lipoproteína de baixa 

densidade; apo-CII, apolipoproteína CII; 

 

Tabela 2 - Concentrações plasmáticas de triglicérides (TG) em ratos submetidos à 

suplementação crônica com glicose ou água, e em camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles submetidos à dieta rica em gordura ou 

à dieta padrão. 

Média ± epm: Mesmos símbolos a, b, c são estatisticamente diferentes. p < 0,001. Suplementação com glicose 

0,8 g /100 g peso/dia por 3 semanas. Dieta rica em gordura (14%) por 20 semanas. 

Animais Linhagem (n) Tratamento TG (mg/dl) 

Ratos Wistar (25) Suplementação glicose 172 ± 9a

 Wistar (24) Suplementação água 91 ± 7a

Camundongos HTG (7) Dieta rica em gordura 510 ± 50b,c

 Controles (12) Dieta rica em gordura 73 ± 7b

 Controles (9) Dieta padrão  73 ± 15c
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Tabela 3 - Efeito da suplementação crônica com glicose na respiração de mitocôndrias 

isoladas de fígado de ratos.  

As mitocôndrias foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM pH 7.2, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, succinato 5 mM, rotenona 2 µM e EGTA 0,5 mM. O estado III foi 

iniciado com a adição de 200 nmol ADP. FCCP 1 µM. CR: controle respiratório (estado III/estado IV). Média 

± epm (n = 11). Valores em nmoles O2/mg proteína/min. Tratados versus controles nas mesmas condições: *p 

< 0,001; #p<0,0001. 

 CR estado III estado IV ADP/O FCCP 

Tratados  3,9 ± 0,10* 69,3 ± 1,2* 17,9 ± 0,3# 1,6 ± 0,2 91,3 ± 4,3 

Controles  4,72 ± 0,08 63,5 ± 1,4 13,5 ± 0,2 1,7 ± 0,2 91,3 ± 9,6 

 

Tabela 4 - Consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos 

transgênicos hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles submetidos à dieta rica 

em gordura ou à dieta padrão.   

Camundongo/dieta estado III estado IV CR ADP/O 

HTG/ rica em gordura 70,2 ± 2,3 17,4 ± 0,3a 4,0 ± 0,06c 1,3 ± 0,01 

controles/ rica em gordura 69,2 ± 1,3 16,9 ± 0,5b 4,1 ± 0,05d 1,2 ± 0,03 

controles/ padrão 64,4 ± 3,2 13,7 ± 0,2ab 4,6 ± 0,07cd 1,2 ± 0,02 

As mitocôndrias foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM pH 7.2, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, succinato 5 mM, rotenona 2 µM e EGTA 0,5 mM. O Estado III foi 

iniciado após a adição de 200 nmol ADP. Valores de velocidade de respiração em nmoles O2/mg 

proteína/min. CR: controle respiratório (estado III/estado IV). Média ± epm (n = 9). Mesmos 

símbolos a,b,c,d  são estatisticamente diferentes (p<0.05). 
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Tabela 5 - Concentrações plasmáticas de triglicérides (TG) e consumo de oxigênio por 

mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles submetidos ao tratamento crônico 

com insulina ou salina.  

As mitocôndrias foram incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 

mM pH 7.2, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, succinato 5 mM, rotenona 2 µM e EGTA 0,5 mM. O Estado III foi 

iniciado após a adição de 200 nmol ADP. Valores de velocidade de respiração em nmoles O2/mg 

proteína/min. CR: controle respiratório (estado III/estado IV). Média ± epm (n = 6).  Mesmos símbolos a,b,c,d,e 

são estatisticamente diferentes (p<0.05). 

Camundongo 

(tratamento) 

TG 

(mg/dl) 

estado III estado IV CR ADP/O 

HTG (salina) 481 ± 91,2e  63,5 ± 1,7 15,4 ± 0,5c 4,1 ± 0,1a 1,30 ± 0,02 

HTG (insulina) 340 ± 55,9e 60,2 ± 2,2 15,0 ± 0,5d 4,0 ± 0,1b 1,28 ± 0,02 

Controles (salina) 60 ± 10e 60,9 ± 3,2 13,0 ± 0,6c,d 4,6± 0,2a,b 1,28 ± 0,03 
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A)       B) 

 

 

Figura 1 - Vias de transporte de lipídios no plasma. A) Via exógena; B) Via endógena; TG, 

triglicerídeo; CE, colesteril éster; apolipoproteínas A-I, A-IV, C-II, C-III, E,  

B-100, B-48; LDL, lipoproteínas de baixa densidade; LDLR, receptor de LDL; 

LRP, proteína relacionada ao receptor de LDL; VLDL, lipoproteína de 

densidade muito baixa; IDL, lipoproteínas de densidade intermediária. 

(Adaptado de Witztum, 1996)  
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Figura 2- Versão simplificada da cadeia respiratória e teoria quimiosmótica 

(LEHNINGER, 2000). Os elétrons do NADH e de outros substratos oxidáveis 

passam através de uma cadeia de transportadores arranjados assimetricamente 

na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela transferência de 

prótons através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente 

químico (∆pH) quanto elétrico (∆Ψ). A membrana mitocondrial interna é 

impermeável aos prótons, os quais podem reentrar na matriz através de canais 

específicos de prótons (F ). A força próton-motora que impulsiona os prótons 

de volta para a matriz fornece a energia para a síntese do ATP, catalisada pelo 

complexo F  associado com F . 

o

1 o
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Figura 3 - Modelo proposto para explicar a formação do poro de transição de 

permeabilidade induzido por Ca2+ e EROs na membrana mitocondrial 

interna (KOWALTOWSKI et al., 2001). A cadeia respiratória, inserida na 

membrana mitocondrial interna, gera constantemente pequenas quantidades 

de radicais O2
•-. Estes radicais são normalmente removidos pela  

Mn-superóxido dismutase (MnSOD), gerando H2O2. O H2O2 é então reduzido 

à H2O pela glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina peroxidase (TPx) ou 

catalase (em mitocôndrias de coração). A glutationa (GSH), oxidada pela GPx 

e a tioredoxina (TSH), oxidada pela TPx, são recuperados pelo sistema 

enzimático glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH 

como doador de elétrons. O NADP+ é regenerado pela transidrogenase (TH) 

as custas de NADH. Quando a geração de O2
•- aumenta na presença de Ca2+ e 

Pi, ou quando os mecanismos de remoção de H2O2 estão exauridos, acumula-

se H2O2  que na presença de Fe2+, gera o radical OH•. OH• oxida grupos 

tiólicos (-SH) proteicos gerando o poro de TPM. Alternativamente, OH• pode 

promover permeabilização da membrana através da peroxidação lipídica, um 

processo fortemente estimulado por Pi. GSSG: glutationa oxidada. TSST: 

tioredoxina oxidada. 
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Figura 4 - Mecanismo de transporte de K+ através da membrana mitocondrial interna 

(MMI). A cadeia respiratória gera um gradiente de prótons que é utilizado pela 

ATP sintase para promover a fosforilação do ADP (fosforilação oxidativa, via 

A). O mitoKATP transporta K+ para a matriz, processo que pode ser inibido por 

ATP, Glibenclamida (GLIB) ou ácido 5-hidroxidecanóico (5-HD) e estimulado 

por diazóxido (DZX). A saída de K+ para fora da matriz ocorre por um processo 

eletroneutro em troca por um H+ através de um trocador K+/H+, resultando em 

pequeno desacoplamento (via B). EIM: espaço intermembranas. 
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Figura 5 - Modelo proposto sobre os efeitos da captação elevada de K+ pela 

mitocôndria. O aumento do volume da matriz pode ativar a transferência de 

elétrons, especialmente quando providos da oxidação de ácidos graxos. Em 

adição, um aumento no volume da matriz diminui o espaço intermembranas 

e aumenta o contato entre MMI e MME. Esse processo diminui o transporte 

de ATP e ADP através das membranas mitocondriais, o que favorece o 

transporte de fosfatos de alta energia da mitocôndria para o citosol na forma 

de creatina-fosfato (FACUNDO et al, 2005). MMI: membrana mitocondrial 

interna. MME: membrana mitocondrial externa. 
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Figura 6 - Consumo de oxigênio por células mononucleares de baço de camundongos 

transgênicos hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles. Células 

mononucleares de baço (1,5 x 107 cel., 37oC) foram incubadas em meio de 

reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65mM, HEPES 10mM pH 7.2, 

K2HPO4 2 mM, succinato 5 mM, MgCl2 1mM e EGTA 20 µM. A 

permeabilização foi feita com a adição de 0,001% de digitonina (dig). O 

Estado III foi iniciado após a adição de 400 nmol ADP. O estado IV foi 

determinado pela adição de 1µg/ml de oligomicina (Oligo). CCCP 1µM. Média 

± epm (n = 7). Valores em nmoles O2. 1,5.107cels-1.min-1 Transgênicos versus 

controles nas mesmas condições: * p<0,05 e ** p<0.001. 
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Figura 7- Potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) de células mononucleares 

isoladas de baços de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos e 

controles marcados com DiOC6(3). Células mononucleares de baço  

(1 x 106 cel/ml) foram incubadas em meio RPMI 1640, suplementado com 1% 

de soro fetal bovino (FBS). As células foram aclimatizadas por 30 minutos em 

estufa de CO2  (5%) a 37oC e posteriormente incubadas com 0,2 nM de 

DiOC6(3) com ou sem 1 µg/ml de oligomicina. 50 µM de CCCP foram 

adicionados após 30 minutos de incubação com DiOC6(3). Após 30 minutos, 

as leituras foram feitas em canal FL-1. Barras sem preenchimento: linfócitos 

sem oligomicina – Razão F/FCCCP: Razão entre os valores de fluorescência e 

fluorescência com e sem CCCP (mediana ± epm). n = 8 
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Figura 8- Perfil de oxidação de dihidroetídio (DHE) a etídio em células mononucleares 

isoladas de baços de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos 

(HTG) e controles. Células (1 x 106 cel./ml) foram incubadas em meio RPMI 

1640, suplementado com 1% de soro fetal bovino (FBS). As células foram 

aclimatizadas por 30 minutos em estufa de CO2  (5%) a 37oC e posteriormente 

incubadas com 5 µM de DHE para leitura em FL-2. Média ± epm (n = 7).  
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Figura 9 - Velocidade de produção de EROS medida pela oxidação de diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCF-DA) por células mononucleares 

isoladas de baços de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos 

(HTG) e controles. Células (7,7 x 106 cel/ml) foram incubadas em meio de 

reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM pH 7.2, 

K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, succinato 5 mM, EGTA 20 µM e 3 µM de 

H2DCF-DA . A permeabilização foi feita com 0,001% de digitonina. Média ± 

epm (n = 3).  
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Figura 10 - Consumo de oxigênio no estado de repouso por mitocôndrias isoladas de 

fígado de camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos (HTG) e 

controles na presença dos reguladores fisiológicos ou farmacológicos do 

mitoKATP. Traçados representativos estão apresentados em A e a velocidade 

de consumo de O2 em B. Mitocôndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio 

de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2, 

K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 0,4 mM, succinato 5 mM, oligomicina 1 

µg/ml. ATP 100 µM, diazóxido (DZX) 12 µM e ácido 5-hidroxidecanóico 

(5HD) 60 µM. Nas barras indicadas por “sem K+ ”, o KCl 65 mM foi 

substituído no meio de reação padrão por LiCl 65 mM. Valores em média ± 

epm (n = 7). *p < 0.01 versus controle em condições controles; #p < 0.01 

versus HTG em condições controles; §p = 0.05 versus HTG na presença de 

ATP; £p < 0.05 versus HTG na presença de ATP/DZX.  
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Figura 11- Inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K+ através de mitoKATP 

em mitocôndrias de fígado de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles. Traçados representativos estão 

apresentados em A e a porcentagem de inchamento relativo ao controle  

(Média ± epm) em B (n = 3). Mitocôndrias (0,5 mg/ml) foram incubados em 

meio de reação contendo KCl 100 mM, Hepes 5 mM pH 7,4, K2HPO4 2 mM, 

MgCl 1 mM, oligomicina 1 µg/ml, EGTA 0,1 mM e succinato 2 mM. ATP 200 

µM, DZX 30 µM, glibenclamida (GLY) 10 µM e 5-HD 60 µM. Nas barras 

indicadas por “sem K+”, o KCl 100 mM foi substituído no meio de reação 

padrão por LiCl 100 mM. *p < 0,05 versus controle em condições controles;  
#p < 0.05 versus HTG em condições controles; £p < 0.05 versus HTG na 

presença de ATP; ¥p ≤ 0.05 versus HTG na presença de ATP + DZX. 
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Figura 12- Ligação de glibenclamida fluorescente às subunidades SUR dos mitoKATP 

em mitocôndrias de fígado de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles. Mitocôndrias (1 mg/ml) foram 

incubadas em meio de reação contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 

5 mM pH 7.2, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 0,4 mM e succinato 5 mM, 

acrescidas de 10 µM de glibenclamida marcada. Dados mostrados como 

porcentagem do controle. Média ± epm (n = 6). *p = 0,001. 
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Figura 13- Consumo de O2 por fragmentos de fígados de camundongos controles e 

transgênicos (HTG) tratados previamente (1 hora) com salina ou ácido 5-

hidroxidecanóico (5-HD, 10 mg/kg peso).  Cubos de Fígado (~ 50 mg) foram 

incubadas em 1 ml de meio Krebs-Henseleit (37°C). Média ± epm  

(n = 7). *p < 0.05 versus controle salina; #p < 0.05 versus HTG salina.  
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Figura 14 - Produção de CO2 por camundongos machos e fêmeas transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles. Valores de velocidade de 

produção de CO2 em g.kg peso-1.h-1. Média ± epm (n = 7). *p < 0.05 versus 

controles do mesmo sexo. 
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Figura 15- Temperatura corporal retal em camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles machos e fêmeas. Valores de 

temperatura retal em oC. Média ± epm (n = 8). *p < 0.05 versus controles. 
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Figura 16 – Peso corporal (A), ingestão alimentar (B) e eficiência alimentar (C) em 

camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos e controles. Valores em 

gramas. Média ± epm (n = 12). *P < 0.05 versus controle. 
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Figura 17 – Indução da formação de produtos reativos com o ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) por Fe(II)citrato em mitocôndrias isoladas de fígado de 

camundongos transgênicos hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles. 

Mitocôndrias (0,5 mg proteína/ml, 28oC) foram adicionadas ao meio de reação 

contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2, K2HPO4 2 

mM, MgCl2 1mM e succinato 5 mM, contendo Fe(II) 50 µM/citrato 2 mM ou 

não (basal). Valores de absorbância a 535 nm. Média ± epm (n = 7). *p < 0.05 

versus HTG na presença de Fe(II)citrato.  
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Figura 18- Inchamento mitocondrial induzido por CaCl2 35 µM e Pi 4 mM em 

mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos transgênicos 

hipertrigliceridêmicos (HTG) e controles (CONTR). Mitocôndrias  

(0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reação padrão contendo sacarose 125 

mM, KCl 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2, K2HPO4 4 mM, MgCl2 1mM, 

succinato 5 mM e CaCl2 35 µM (28oC). Nos traçados indicados foram 

adicionados: ciclosporina A (CSA) 1 µM e butil-hidroxitolueno (BHT) 5 µM. 

Traçados representativos de 4 experimentos independentes. 
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