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RESUMO 

APLICAÇÃO DE FERRAMENTAS PROTEÔMICAS E METALOPROTEÔMICAS NA 

CARACTERIZAÇÃO DE BIOMARCADORES PLASMÁTICOS E HEPÁTICOS DE 

RATOS SUBMETIDOS AO DIABETES TIPO 1 

Diabetes mellitus tipo 1 é caracterizado pelo aumento significativo de glicose circulante no 

sangue, resultado da deficiência na secreção e/ou ação de insulina. O quadro hiperglicêmico, 

quando cronicamente instalado, leva a anormalidades no metabolismo de lipídios, proteínas e 

carboidratos, além de alterar o balanço entre pró-oxidantes e antioxidantes. É um importante 

problema de saúde pública, pois compromete a qualidade de vida e sobrevida dos indivíduos, 

além de envolver elevados custos no seu tratamento. Quando se consegue identificar os fatores 

determinantes para o desenvolvimento do diabetes, novas estratégias de prevenção e tratamento 

são necessárias. Nesse contexto, as proteínas e os minerais apresentam fundamental importância 

como componentes estruturais e funcionais dos seres vivos. Estudos proteômicos e 

metaloproteômicos, auxiliam na compreensão da variabilidade do diabetes, contribuindo assim 

na elucidação dos aspectos fisiológicos e funcionais das biomoléculas presentes em amostras 

biológicas, como plasma e tecido animal, além disso, a possível identificação de biomarcadores 

relacionados ao desenvolvimento de doenças crônicas degenerativas, como o diabetes. O objetivo 

geral do trabalho foi utilizar ferramentas proteômicas e metaloproteômicas na identificação de 

possíveis biomarcadores presentes no plasma e fígado de ratos diabéticos tipo 1 induzido 

experimentalmente com estreptozotocina. Foram utilizados 24 ratos Wistar, distribuídos em 3 

grupos experimentais (n= 8): C (controle); DM1 (diabéticos tipo 1); DM1 + I (diabéticos tipo 1, 

tratadas com insulina). O diabetes mellitus tipo 1 foi induzido com estreptozotocina (60mg/kg, 

i.p., dose única) e os animais do grupo DM1 + I receberam reposição insulínica (Humulin N100UI

Protamina Neutra de Hagedorn - NPH, marca Lilly), com dose inicial de 3U/animal (administrada 

diariamente, via subcutânea, período vespertino) e de acordo com os valores obtidos de glicemia 

a dose inicial foi reajustada/mantida para que se atingissem os níveis séricos de euglicemia. No 

plasma, foi realizado estudo metaloproteômico para as proteínas que apresentaram diferença de 

expressão entre os grupos experimentais, utilizando-se a 2D-PAGE no processo de 

fracionamento de proteínas das amostras de plasma, GFAAS e FAAS na determinação 

quantitativa de Cu, Mg, Se e Zn nos spots que apresentaram diferença de expressão e ESI/MS-

MS na caracterização dessas proteínas. Trinta e cinco proteínas apresentaram diferença de 
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expressão no plasma, indicando a alpha-1-macroglobulina e haptoglobulina como possíveis 

biomarcadoras do diabetes tipo 1 controlado (tratado com insulina); e as proteínas 2'-

desoxinucleósido-5'-fosfato de N-hidrolase 1, proteína transmembranar 1, soro amilóide P-

componente, vitamina D de ligação e biliverdina como possíveis candidatas a biomarcadoras do 

diabetes tipo 1 não controlado. Já a quantificação de Cu, Mg, Se e Zn nos spots revelaram como 

esses minerais poderiam estar ligados nessas proteínas e como estariam envolvidos na expressão 

proteica, progressão e complicações do diabetes tipo 1. No fígado, primeiramente foi realizado 

estudo proteômico, onde as proteínas foram caracterizadas pela técnica de gel-free e classificadas 

como dependentes ou independentes de insulina (tratamento), em relação aos dados obtidos para 

abundância e diferença de expressão. Esse estudo identificou 305 proteínas com diferença de 

expressão entre os grupos experimentais, entre elas 147 foram classificadas como dependentes 

de insulina e 152 como independentes de insulina. O controle dos níveis de glicose sanguínea 

pelo tratamento com insulina, restaurou os níveis da enzima frutose-1,6 bifosfatase indicando 

controle da gliconeogênese, e afetou a abundância das enzimas que funcionam na desintoxicação 

de EROs, restaurando o equilíbrio redox e a função mitocondrial. No fígado também foi feito o 

estudo das proteínas diferencialmente expressas pelo Oxi-proteoma, utilizando a 2D-DIGE com 

os fluoróforos Cy3 e Cy-5-hidrazida no processo de fracionamento e caracterização dos spots 

proteicos por ESI-MS/MS. A identificação das proteínas carboniladas indicou que o tratamento 

com insulina está associado com a diminuição do estresse oxidativo por meio da regulação 

positiva das enzimas antioxidantes e diminuição da produção de EROs, controle das vias 

metabólicas envolvidas com o metabolismo de carboidratos (glicólise e gliconeogênese) e 

metabolismo energético. Estudo metaloproteômico também foi realizado no fígado, utilizando a 

2D-PAGE no processo de fracionamento de proteínas, GFAAS e FAAS na determinação 

quantitativa de Cu, Mg, Se e Zn nos spots obtidos no fracionamento das proteína e caracterização 

das proteínas por ESI/MS-MS. Os resultados obtidos nesse estudo sugeriram diferentes 

interações entre os minerais estudados e as proteínas entre os grupos experimentais. Essas 

interações podem estar associadas com alterações funcionais nessas proteínas e envolvimento na 

progressão e complicações do diabetes tipo 1.  Assim, as informações obtidas no presente 

trabalho fornecem subsídios técnico-científicos na área de saúde de extrema importância, 

possibilitando o entendimento dos dados proteômicos e metaloproteômicos gerados relacionados 

com suas respectivas vias metabólicas, função molecular, processo biológico e componente 

celular. O caráter inédito da proposta proporcionou a elucidação de aspectos fisiológicos e 

funcionais das biomoléculas presentes em amostras biológicas, como plasma e tecido hepático. 
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ABSTRACT 

PROTEOMICS AND METALLOPROTEOMICS TOOLS IN THE 

CHARACTERIZATION OF PLASMATIC AND HEPATIC BIOMARKERS FROM 

RATS SUBMITTED TO DIABETES TYPE 1 

Type 1 diabetes mellitus is characterized by the significant increase in circulating glucose in the 

blood as a result of deficiency in the secretion and/or insulin action. The hyperglycemic state, 

when chronically installed, leads to abnormalities in the metabolism of lipids, proteins and 

carbohydrates, in addition to changing the balance between pro-oxidants and antioxidants. This 

is an important public health problem because it affects the quality of life and the survival of 

individuals, often necessitating high-cost treatment. When one can identify the determining 

factors for the development of diabetes, new strategies for prevention and treatment are needed. 

In this context, our results reflect the fundamental importance of protein and minerals such as 

structural and functional components of living things, proteomic and metalloproteomic studies 

that can assist in the understanding of diabetes variability, thus helping to elucidate the 

physiological and functional aspects of biomolecules in biological samples such as plasma and 

animal tissue. In addition, the possible identification of biomarkers related to the development of 

chronic degenerative diseases like diabetes. The overall objective of the study was to use 

proteomics and metalloproteomic in identifying potential biomarkers present in the plasma and 

liver of diabetic rats type 1 experimentally induced with streptozotocin. The total of 24 rats, 

Wistar, were divided into 3 groups (n = 8): C (control); DM1 (type 1 diabetes); DM1 + I (type 1 

diabetes treated with insulin). The type 1 diabetes mellitus was induced with streptozotocin (60 

mg/kg, i.p., single dose) and animals of DM1 + I group received insulin replacement (Humulin 

N100UI Neutral Protamine Hagedorn - NPH, brand Lilly), with an initial dose of 3U/animal 

(daily administered subcutaneously evening period) and in accordance with the values obtained 

from the initial dose of glucose was readjusted/kept so that it reached serum euglycemia. In 

plasma was performed metalloproteomic study for proteins that showed differences in expression 

between the experimental groups, 2D-PAGE was used in protein fractionation process of plasma 

samples, GFAAS and FAAS for quantitative determination of Cu, Mg, Se and Zn in the spots 

that showed differences of expression and the proteins were characterized by ESI/MS-MS. 

Thirty-five proteins present in the plasma had difference of expression, indicating the alpha-1-

macroglobulin and haptoglobulin as potential biomarkers of type 1 diabetes controlled (insulin 
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treated); and 2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-hydrolase 1, transmembrane protein 11, serum 

amyloid P-component, vitamin D-binding protein and biliverdin as possible candidates for 

biomarkers of type 1 diabetes not controlled. The quantification of Cu, Mg, Se and Zn in spots 

revealed how these minerals could be linked these proteins and how they would be involved in 

protein expression, progression and complications of type 1 diabetes. In the liver, was first 

conducted the proteomic study where proteins were characterized by gel-free technique and 

classified as insulin dependent or independent (treatment), compared to the data obtained for 

abundance and difference in expression. This study identified 305 proteins with differential 

expression between experimental groups, among which 147 were classified as insulin-dependent 

and 152 as insulin-independent. The restoration of glucose levels in the blood by insulin treatment 

restored levels of the enzyme fructose-1,6 bisphosphatase indicating control of gluconeogenesis, 

and affected the abundance of enzymes that function in the detoxification of ROS, restoring redox 

balance and mitochondrial function. In the liver it has also been a study of the proteins 

differentially expressed by Oxi-proteome, using the 2D-DIGE with the fluorophores Cy3 and 

Cy-5-hydrazide in the fractionation process and characterization of protein spots by ESI-MS/ 

MS. The identification of the carbonyl proteins indicated that treatment with insulin was 

associated with decreased oxidative stress by upregulating the antioxidant enzymes and 

decreased production of ROS, controlling the metabolic pathways involved in carbohydrate 

metabolism (glycolysis and gluconeogenesis) and energy metabolism. The metalloproteomic 

study was also performed on liver, using 2D-PAGE for the protein fractionation process, GFAAS 

and FAAS for quantitative determination of Cu, Mg, Se and Zn in the spots obtained in the 

fractionation of the protein and characterization of proteins by ESI/MS-MS. The results 

suggested different interactions between minerals and proteins between experimental groups, and 

may be associated with functional alterations in these proteins and involvement in progression 

and complications of diabetes type 1. However, the work provides technical and scientific support 

in extreme health importance, enabling the understanding of proteomic and metalloproteomic 

data generated in relation to their respective metabolic pathways, molecular function, biological 

process and cellular component. The unprecedented of the proposal provided the elucidation of 

physiological and functional aspects of biomolecules present in biological samples, such as 

plasma and hepatic tissue. 
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1. Introdução

1.1. Diabetes mellitus tipo 1 

Dados epidemiológicos indicam que a prevalência do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) 

aumenta anualmente cerca de 3% em todo mundo (1). Segundo o último Atlas publicado pela 

Internacional Diabetes Federation (IDF), 79.000 crianças são acometidas pelo DM1 por ano, 

sendo que os Estados Unidos, Índia e Brasil são os países com as maiores estimativas de novos 

casos por ano (2). A frequência crescente pode não estar relacionada apenas aos fatores genéticos, 

a variabilidade geográfica tem influenciado na incidência do DM1. Neste sentido, um estudo 

publicado em 2012, relatou que ter nascido em países com alta incidência de diabetes, aumenta 

o risco para o desenvolvimento do DM1 em crianças originárias de países cujo fator genético é

baixo (3); apontando para a importância dos fatores ambientais sobre o desenvolvimento do 

DM1. 

A etiologia desta doença é multifatorial, e resulta da interação entre predisposição 

genética e fatores ambientais (1). Os genes do sistema de histocompatibilidade humano (HLA), 

principalmente os da classe II (DR3, DR4 e DQ) são os responsáveis por 40% do componente 

genético desta doença que associados aos fatores ambientais levariam ao início do 

desenvolvimento do DM1 (4). Estudos epidemiológicos divulgaram alguns fatores de risco como 

ambiente frio, alta taxa de crescimento populacional, infecções e estresse, podem acelerar o 

processo patológico do desenvolvimento do DM1 (1). Enquanto outros fatores de risco que 

podem iniciar o processo autoimune, incluem a exposição precoce às proteínas do leite de vaca, 

nitrosaminas ou eventos fetais precoces, tais como infecções virais (5). 

DM1 é considerado uma das principais causas de elevadas taxas de mortalidade em 

decorrência de seus efeitos sobre os distúrbios cardiovasculares, principalmente aterosclerose, 

além de outras complicações, tais como retinopatias e insuficiência renal (6). Dessa forma, o 

DM1 passa ser um importante problema de saúde pública, pois compromete a qualidade de vida 

e sobrevida dos indivíduos, além de envolver elevados custos no seu tratamento (7). No Brasil, 

o custo médio anual com o tratamento médico direto (consultas, tratamento ambulatorial,

fornecimento de insulina, medicamentos orais, glicosímetro, bomba de insulina, procedimentos 

médicos, hemodiálise e hospitalizações) do DM1 por paciente é de 1.466,36; 1.252,83; 1.148,09 

e 1.396,30 dólares nas regiões sudeste, sul, norte/nordeste e centro-oeste, respectivamente (7); 

totalizando um custo anual de aproximadamente 4 milhões de dólares (8). 
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Sabe-se que o pâncreas, especialmente as ilhotas de Langerhans, é o órgão diretamente 

implicado na causa do DM1 (9). As ilhotas pancreáticas são constituídas por cinco tipos de 

células: alfa (α), beta (β), delta (δ), célula que produz o polipeptídeo pancreático (PP) e células 

G. Em ação conjunta secretam mais de 20 hormônios, sendo o glucagon, a insulina, a

somatostatina e o polipeptídeo pancreático os principais; em destaque para as células β que são 

responsáveis pela síntese e secreção de insulina (9).  

A secreção de insulina é desencadeada pelo aumento dos níveis glicêmicos e 

concomitante aumento dos níveis intracelulares de ATP, que levam ao fechamento dos canais de 

potássio (K), dependentes de ATP, com consequente diminuição da entrada de K resultando em 

despolarização das células β-pancreáticas e abertura dos canais de cálcio (Ca). O aumento do Ca 

intracelular, por sua vez desencadeia a secreção desse hormônio (10).  

Enquanto a ação da insulina é baseada em seus efeitos fisiológicos que são exercidos 

através da fosforilação de proteínas (mecanismo que ativa segundos mensageiros e modula as 

respostas biológicas), que aumenta o transporte de glicose e regulação de vias enzimáticas 

(11,12). A insulina é responsável pela regulação dos níveis glicêmicos, e utilização da glicose 

pelos tecidos periféricos e hepático, diminuindo a concentração de glicose no sangue através da 

inibição da produção hepática, captação e metabolização da glicose pelo músculo e tecido 

adiposo (13).  Portanto, qualquer defeito na ação ou secreção de insulina resultará em aumento 

dos níveis glicêmicos e diminuição da captação da glicose pelos tecidos periféricos  (13). 

DM1 é caracterizado pelo aumento significativo de glicose circulante no sangue, 

resultado da deficiência na secreção e/ou ação de insulina (14). O quadro hiperglicêmico, quando 

cronicamente instalado, leva a anormalidades no metabolismo de lipídios, proteínas e 

carboidratos, além de alterar o balanço entre pró-oxidantes e antioxidantes (14,15).  

A explicação viável para a ocorrência dessas anormalidades metabólicas é que, o papel 

anabólico da insulina está comprometido e, na maioria das vezes, o glucagon opõe-se ao efeito 

da insulina sobre o fígado, estimulando a glicogenólise e a gliconeogênese, porém com efeito 

reduzido sobre a utilização periférica da glicose (16). Assim, há aumento na produção hepática 

de glicose e baixa captação pelos tecidos periféricos, além de diminuir a conversão de glicose em 

glicogênio pelo fígado, e isto resulta em acentuada hiperglicemia. A cetoacidose resulta do 

aumento da taxa lipolítica no tecido adiposo e, consequentemente maiores concentrações de 

ácidos graxos livres (AGL) no plasma, que servem como substratos para síntese de corpos 

cetônicos (17). A hipertrigliceridemia é devido à maior produção de lipoproteínas de muito baixa 

densidade (VLDL), através da síntese de triacilgliceróis promovida pelos AGL que derivam do 
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tecido adiposo (18). Além do fato, nos indivíduos diabéticos, ocorre menor degradação de 

lipoproteínas pela menor atividade da enzima lipase (insulina estimula síntese e ação desta 

enzima) (19). Ainda, a inibição da proteólise e a maior captação de aminoácidos estimulada pela 

insulina estão comprometidas no diabetes, resultando no aumento das concentrações plasmáticas 

de dois importantes aminoácidos, alanina e glutamina, que são utilizados como substratos para a 

gliconeogênese hepática e renal, respectivamente (13).  

Evidências demonstram que o DM1 está associado à produção aumentada de radicais 

livres derivados do oxigênio molecular, denominadas de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(20). A primeira linha de defesa contra o dano oxidativo são os antioxidantes endógenos 

enzimáticos, como as metaloproteínas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GSH-Px) (21,22). Há também os antioxidantes não enzimáticos, como os 

lipossolúveis (carotenos, tocoferóis, quinonas e bilirrubinas) e os hidrossolúveis (ácido ascórbico, 

ácido úrico e proteínas ligadas a metais) (21,22). 

O estresse oxidativo (EO) é estabelecido pelo desequilíbrio entre a produção de ERO e a 

capacidade antioxidante endógena e o seu papel como determinante principal do início e da 

progressão das complicações associadas ao DM1 (23). A disfunção endotelial tem sido observada 

no DM1 mesmo quando a normoglicemia é alcançada, sugerindo que o estresse oxidativo tenha 

papel central na patogênese das complicações do DM1 (23). 

Modificações oxidativas nas proteínas podem causar mudanças estruturais, perda parcial 

ou total de sua função e o dano oxidativo às proteínas tem um importante papel em várias doenças 

(24). Estudos estão sendo desenvolvidos para entender como as ERO são capazes de mediar a 

oxidação de proteínas em diferente doenças (25). O tipo mais comum de oxidação é a 

carbonilação, que resulta na formação de grupos carbonil reativos (aldeídos) que podem ser 

introduzidos nas proteínas em diferente sítios e mecanismos, causando danos irreversíveis e 

irreparáveis às proteínas (12). 

Neste sentido, a fim de se compreender os mecanismos da patogênese e complicações do 

DM1, modelos animais têm sido extensivamente utilizados. Métodos eficientes para indução do 

diabetes experimental, tais como, a administração de agentes químicos β-citotóxicos como a 

estreptozotocina (STZ) consiste numa maneira eficaz para promover o DM1 em animais (26). A 

STZ é um antibiótico, de natureza glicosamina-nitrosuréia, com propriedades tóxicas, isolada de 

Streptomyces achromogenes e é captada pelas células β- pancreáticas através de transportadores 

de glicose GLUT-2 (27). Sugere-se que a STZ atue estimulando a produção de ERO, com 

elevação na peroxidação lipídica e diminuição da atividade das enzimas (27). Além disso, um 
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dos principais efeitos tóxicos da STZ envolve a alteração da estrutura do DNA, o qual é 

fragmentado pelas ERO, comprometendo, desta forma, a biossíntese e secreção de insulina 

(26,27). 

Quando se consegue identificar os fatores determinantes para o desenvolvimento do 

diabetes, novas estratégias de prevenção e tratamento são necessárias. Nesse contexto, insere-se 

a fundamental importância das proteínas e minerais como componentes estruturais e funcionais 

dos seres vivos, a proteômica e metaloproteômica, áreas de estudo propostas recentemente, 

permitem a integração de estudos tradicionalmente analíticos com estudos inorgânicos e 

bioquímicos. E podem ser utilizadas como uma metodologia robusta para auxiliar na 

compreensão da variabilidade do diabetes, contribuindo assim na elucidação dos aspectos 

fisiológicos e funcionais das biomoléculas presentes em amostras biológicas, como plasma e 

tecido animal. Dessa forma, estudos proteômicos e metaloproteômicos permitem estudar 

proteínas e o envolvimento dessas biomoléculas em estados patológicos em larga escala e, além 

disso, a possível identificação de biomarcadores relacionados ao desenvolvimento de doenças 

crônicas degenerativas, como o diabetes. 

1.2. Biomarcadores 

A interação entre um agente causador e o organismo pode alterar diversos parâmetros 

biológicos. Estudos sobre biomarcadores envolvem a comparação do padrão de proteínas 

presentes em uma amostra saudável com o de uma amostra afetada, isto porque as proteínas 

desempenham papeis fundamentais nos sistemas biológicos (atividades específicas, associação 

com outras biomoléculas, seus níveis de expressão são essenciais para o desempenho ideal das 

funções celulares) (28). Uma vez que diferenças não só nos níveis de expressão, mas também na 

estrutura proteica geralmente indicam um quadro patológico, as proteínas são moléculas de 

grande interesse na busca por biomarcadores confiáveis (28). 

Biomarcadores são relacionados com uma característica que é medida e avaliada como 

indicador de um processo biológico normal, patológico ou respostas farmacológicas a uma 

intervenção terapêutica (29). Contudo, estudos envolvendo biomarcadores são de extrema 

importância, pois auxiliam na detecção precoce de doenças, bem como a monitorá-las perante 

um tratamento (28).  

O plasma é a amostra mais variada do proteoma presente no corpo, sendo que o perfil de 

proteínas pode variar com as condições fisiológicas e patológicas (6). Os objetivos da utilização 

do plasma para a investigação de biomarcadores é a eliminação da necessidade de biópsia, 
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diagnóstico de doenças específicas (utilizando proteínas como biomarcadores), compreensão da 

patogênese da doença, e monitoramento do progresso da intervenção terapêutica (6).  

O fígado pode ser considerado como a maior glândula do organismo, cumpre importantes 

e complexas funções (30). Entre as funções hepáticas fundamentais estão: formação e excreção 

de bile, síntese de fatores de coagulação, armazenamento de vitaminas, estocagem de minerais, 

controle da glicemia pela glicogenólise e gliconeogênese, síntese de proteínas, formação de 

corpos cetônicos, participação no metabolismo de lipoproteínas e do colesterol, transformação e 

catabolismo de hormônios, e transformação e excreção de drogas (31).  No DM1, o fígado pode 

desenvolver anormalidades estruturais e/ou funcionais que podem perturbar qualquer um destes 

processos, particularmente a regulação do metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas (32). 

Estudos proteômicos e metaloproteômicos investigam a presença de biomarcadores 

relacionados com a comparação do padrão de proteínas presentes em uma amostra saudável com 

o de uma amostra afetada, podendo levar a compreensão e prevenção das complicações primárias

e secundárias de certas patologias como no caso do DM1 e, consequentemente, diminuir a 

gravidade da doença.  

1.3. Proteômica 

Uma análise abrangente em alta-escala das proteínas é o objetivo da ciência do proteoma, 

a proteômica. Sua área de atuação é ampla; e engloba a identificação e quantificação de proteínas 

nas células, tecidos e fluidos biológicos; análise de mudanças na expressão das proteínas; 

caracterização de modificações pós-traducionais; e estudos de interações proteína-proteína (33). 

As técnicas mais empregadas para o estudo proteômico na etapa de 

fracionamento/purificação das biomoléculas são: a eletroforese em gel de poliacrilamida em uma 

ou duas dimensões (PAGE, 2D-PAGE) e a cromatografia líquida (LC) multidimensionais. 

1.3.1. Métodos para o estudo proteômico 

O'Farrell introduziu em 1995 a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-

PAGE) para separar proteínas celulares sob condições desnaturantes e permitiu a resolução de 

centenas de proteínas (34). A técnica por 2D-PAGE resulta da combinação da focalização 

isoelétrica e da eletroforese em gel de poliacrilamida. Na primeira etapa as proteínas são 

separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pI), e na segunda etapa de acordo com suas 

massas moleculares(Mm) (35). Contudo a 2D-PAGE consiste em 5 etapas principais: preparo da 

amostra, primeira dimensão, segunda dimensão, detecção das proteínas, digitalização e 

tratamento das imagens  (36). 
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O preparo da amostra é uma etapa essencial no processo de separação das proteínas, e 

este deve ser o mais simples possível e modificações na proteína devem ser evitadas (37). O 

melhor método de extração, precipitação e solubilização das proteínas varia de amostra para 

amostra, e cada caso particular deve ser analisado (36). Apesar disso, as proteínas da amostra 

precisam ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas para que atinjam um 

completo rompimento das interações molares e garantam que cada spot presente no gel represente 

uma proteína individual (38).  

 Para amostras biológicas como tecidos (como por exemplo o tecido hepático), devemos 

romper as células do material biológico, o rompimento celular pode ser de dois tipos: mecânico 

(maceração ou sonicação) ou químico (enzimático ou na presença de detergentes), esses 

processos são feitos a fim de se extrair as proteínas (39). O rompimento deve ser feito 

rapidamente e em baixas temperaturas, visto que as proteínas ficam expostas a muitos agentes 

que podem danificá-las de maneira irreversível (40). Além disso, alguns compostos interferentes 

(proteases, sais, lipídeos, ácidos nucleicos, polissacarídeos, pigmentos fenólicos e/ou proteínas 

muito abundantes), afetam a solubilização e o processo eletroforético, portanto devem ser 

removidos ou inativados durante ou após o rompimento celular, e são separados seletivamente 

por meio do processo de precipitação das proteínas (37). A precipitação com solução de acetato 

de amônio em metanol, acetona ou solução de ácido tricloroacético (TCA) em acetona, 

geralmente são os métodos mais utilizados para esta etapa (37).  

A primeira dimensão é a focalização isoelétrica (IEF). Nela, as proteínas são separadas 

de acordo com o seu ponto isoelétrico (pI) em fitas contendo géis com um gradiente de pH. Uma 

vez submetidas a um campo elétrico, as proteínas migrarão até encontrar uma faixa de pH 

referente ao seu ponto isoelétrico (pI) e neste ponto ficarão com carga total neutra, interrompendo 

a migração no gel (35,41,42). Existem diferentes faixas de pH, as faixas amplas permitem uma 

visão geral das proteínas expressas, porém pode ocorrer uma comigração e sobreposição das 

proteínas com propriedades eletroforéticas similares, uma solução para esse problema pode ser o 

uso de gradientes de pH mais “estreitos” (33,43). 

A segunda dimensão, é a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE), as proteínas são separadas com base na sua Mm (33,43). A mobilidade das 

proteínas no gel é dependente do tamanho dos poros do gel e da Mm das proteínas. O percentual 

de acrilamida do gel é que determina o tamanho do poro, sendo assim, deve ser escolhido 

levando-se em consideração a faixa de Mm das proteínas a serem identificadas, ou seja se o 

objetivo é identificar proteínas com alta Mm, um gel com concentração mais baixa deve ser 
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escolhido (por exemplo um gel de 10%), se objetivo é identificar metalotineínas deve ser 

utilizado um gel mais concentrado (por exemplo um gel de 15%) (44). Cada “ponto/mancha” 

(spot) visualizado no gel pode ser considerado como uma coordenada ortogonal de uma proteína 

que migrou especificamente em função de seu pI e sua Mm. O aparecimento ou desaparecimento 

de spots fornecem informações acerca de proteínas estágio-específicas, enquanto a intensidade 

dos spots fornece informações quantitativas a respeito da expressão diferencial de proteínas.  

Geralmente o azul brilhante de Coomassie e o nitrato de prata são os mais utilizados como 

métodos gerais de coloração. A coloração com azul de Coomassie é menos sensível que por 

nitrato de prata, sendo assim, exige maior quantidade de amostra para que as proteínas sejam 

visualizadas. Porém o azul de Coomassie tem a vantagem de permitir melhor quantificação da 

abundância relativa de cada proteína (devido à reduzida gama dinâmica - gama de linearidade 

entre a intensidade do spot e concentração de proteína) em comparação com a coloração com a 

prata, o que garante a existência de quantidade suficiente de proteína para a sua subsequente 

identificação (45,46).   

 Após a coloração, os géis são digitalizados com o auxílio de um scanner específico e 

registra-se a intensidade de cada spot sob a forma de imagem. A análise das imagens dos géis por 

um software permite saber o número de spots presentes no gel, valores de pI e Mm, e é 

fundamental para a comparação das diferenças nas expressões das proteínas geradas por 

múltiplas corridas eletroforéticas. Proteínas podem ser quantificadas e os spots em múltiplos géis 

podem ser combinados e comparados; pode ser feita análise estatística em grupos de spots em 

conjuntos de géis, e variações, diferenças e similaridades podem ser avaliadas (42). 

 A identificação de diferenças estatisticamente significativas entre os géis de 2D-PAGE 

exige a corrida e análise de um grande número de géis dentro dos mesmos grupos experimentais, 

e entre os grupos experimentais que se deseja estudar, porém pode ocorrer diminuição da 

reprodutibilidade na comparação dos proteomas, relacionado com a variação no preparo de 

amostras e corridas eletroforética (47).  

Neste sentido, uma forma eficaz para eliminar as possíveis variações entre os géis, é a 

utilização da técnica de eletroforese em gel diferencial (2D-DIGE), a qual permite a análise de 

até três grupos experimentais em um único gel, sendo um padrão interno comum a todos os géis, 

e duas amostras referentes a grupos experimentais distintos que são marcadas com diferentes 

fluoróforos (48). A 2D-DIGE utiliza a marcação das proteínas com corantes fluorescentes 

conhecidos como CyDyes (sendo eles: Cy2, Cy3 e Cy5) antes da IEF (49). Estes corantes 

possuem um grupo reativo de éster N-hidroxi-succinimidil (NHS) que se liga covalentemente aos 



10 

grupos ɛ-amino dos resíduos de lisina nas proteínas (49). As concentrações de corante são 

mantidas baixas, para que aproximadamente uma molécula de corante seja adicionado por 

proteína (50).  

Outro método utilizado envolvendo a 2D-DIGE, para o estudo comparativo de proteínas 

carboniladas é o Oxi-DIGE, que está relacionado diretamente ao estresse oxidativo (51). Nesse 

caso, não é utilizado o éster de NHS, mas sim corantes derivados de hidrazina (Cy3- e Cy5-Hz) 

que marcam aldeídos de proteínas que são induzidos oxidativamente nas cadeias laterais de 

resíduos de lisina ou argininas das proteínas (51,52). Esse método proporciona uma melhora 

significativa em termos de reprodutibilidade para a análise de proteínas carboniladas, que é 

essencial para a identificação robusta dessa modificação, e pode ser aplicado para a identificação 

de proteínas carboniladas em qualquer amostra biológica (53). 

No momento os esforços têm sido focados em abordagens alternativas para o estudo 

proteômico, como a proteômica “livre de gel” (gel-free), também conhecido como shotgun 

(estratégia bottom-up), onde frações peptídicas complexas que são geradas após a digestão da 

proteína são reveladas, e as vantagens da abordagem bottom-up são a sensibilidade e 

reprodutibilidade, mesmo quando trata-se de proteomas complexos como os do soro e lisados 

celulares (50,54). 

1.4. Metaloproteoma 

1.4.1. Minerais 

Embora os minerais constituam uma pequena porção do tecido corporal (4%), são 

essenciais como componentes estruturais e funcionais em muitos processos vitais (55). No 

aspecto funcional, podemos destacar seu papel catalisador nos sistemas enzimáticos, por meio da 

ligação desses íons a substratos, orientando assim a reação e a mediação nas reações de óxido-

redução devido a mudanças reversíveis no estado de oxidação do íon metálico (55). 

O cobre (Cu) é necessário na respiração celular, formação óssea, função cardíaca, 

desenvolvimento do tecido conjuntivo, mielinização do sistema nervoso central, queratinização e 

pigmentação de tecidos (32,56). É componente essencial de diversas metaloenzimas incluindo a 

citocromo-oxidase, a lisil-oxidase, a superóxido dismutase, a dopamina-ß-hidroxilase e a 

tirosinase (56). 

Aproximadamente 30 a 40% do zinco (Zn) presente no sistema hepático é liberado para o 

sangue (57). As bases bioquímicas que explicam a deficiência de Zn e a inter-relação com 

determinadas doenças, tornam evidentes que no caso do diabetes, as alterações metabólicas 
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observadas nos tipos 1 e 2 poderiam ser agravadas pela deficiência deste mineral, ou por outro 

lado, esta doença favoreceria os distúrbios metabólicos do Zn (58). O Zn é componente de 

metaloenzimas e também participa de vias metabólicas que estão envolvidas na síntese proteica, 

metabolismo de carboidratos, lipídeos, ácidos nucleicos, embriogênese e apoptose (59). Segundo 

relatos da literatura, as medidas de Zn no soro e plasma em pacientes diabéticos apresentam 

níveis variados, podendo estar altas, baixas ou não diferentes dos grupos controles (60,61). 

O selênio (Se) ocorre nos tecidos em níveis que variam com a espécie, o órgão e a condição 

do animal, sendo que o fígado é o tecido com maior concentração deste elemento (62). É um 

micronutriente essencial para a síntese de selenoproteínas que exercem papel importante na 

síntese, metabolismo e ação dos hormônios tiroidianos; além disso, modifica a expressão de pelo 

menos 30 selenoproteínas, entre as quais, as famílias das selenoenzimas glutationa-peroxidases, 

tioredoxina-peroxidases e desiodases tiroidianas (62). 

O magnésio (Mg) está distribuído praticamente em três compartimentos: 65% na fase 

mineral óssea; 34% no espaço intracelular e somente 1% no fluído extra-celular (63). Dados 

experimentais mostram que o Mg é um cofator importante em muitas reações enzimáticas com 

ação expressiva no metabolismo glicídico, especialmente aquelas envolvidas em reações de 

fosforilação (64). É essencial praticamente em todos os sistemas de transdução de energia, na via 

glicolítica, no metabolismo energético oxidativo, é requerido na biossíntese tanto de ácidos 

graxos como de proteínas, contração muscular e atividade da ATPase (65). Além disso, o Mg 

participa de sistema de sinalização intracelular, em reações de fosforilação e desfosforilação que 

a ativa ou inibe determinadas enzimas (66). 

1.4.2. Metaloproteínas 

Os íons metálicos ligados às proteínas e metaloproteínas representam uma grande porção 

do número total de proteínas (67). As metaloproteínas são consideradas diferentes das proteínas 

ligadas a metais. A primeira caracteriza-se pela alta afinidade da interação metal-proteína, 

enquanto que na segunda a interação metal-proteína é de baixa afinidade, com isso essa ligação 

é facilmente quebrada (68). Fracamente ligados às proteínas, estão os íons monovalentes como o 

sódio e o potássio; de intensidade moderada temos o magnésio e o cálcio; e fortemente ligados 

estão os metais de transição, tais como o ferro, o cobre, o zinco, o manganês, o molibdênio e o 

cobalto; o grau de ligação tem relação direta com suas propriedades químicas (densidade, 

pequeno raio atômico e forças eletrostáticas)  é facilitada (69,70). 

A investigação das metaloproteínas e/ou proteínas metal ligante presentes no sangue e em 

tecidos é de fundamental importância, tanto no aspecto estrutural como funcional. A metalômica, 
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nova área científica proposta recentemente, permitiu a integração de estudos tradicionalmente 

analíticos com estudos inorgânicos e bioquímicos. O estudo da metalômica nos organismos vivos 

permite obter informações sobre como o íon metálico está distribuído e coordenado às proteínas, 

da essencialidade e/ou toxicidade, como também da concentração individual da espécie metálica, 

contribuindo assim na elucidação dos aspectos fisiológicos e funcionais dessas biomoléculas 

(67).   

Nesse contexto, várias linhas de pesquisa têm surgido na literatura com diferentes termos 

e abordagens. Pode-se citar, por exemplo, o metaloma – que trata da caracterização do total de 

espécies metálicas/metalóides presentes nos organismos; a metaloproteômica – que trata da 

caracterização do total de elementos presentes em um local específico dos organismos 

(comportamento celular, proteína, metaloproteína); a metalômica – que trata de um estudo mais 

aprofundado do metaloma. Nesta área buscam-se informações sobre as interações e conexões 

funcionais de espécies metálicas/metalóides com genes, proteínas, metabólitos e outras 

biomoléculas do organismo e, portanto, a elucidação do papel biológico exercido pelos íons 

metálicos ligados às biomoléculas (71).  

Os estudos metaloproteômicos são desenvolvidos utilizando: (i) a técnica de separação 

das proteínas (2D- PAGE); (ii) a técnica analítica para a quantificação dos elementos 

(espectrometria de absorção atômica - AAS); e (iii) o detector específico para moléculas 

(espectrometria de massas – MS) l [51-53].  

1.4.3. Espectrometria de Absorção Atômica 

A AAS é utilizada para determinações quantitativas tanto de elementos metálicos e 

semimetálicos, quanto de alguns elementos não metálicos. Além disso, pode ser aplicada a uma 

grande variedade de amostras, tais como, materiais biológicos (tecidos e fluídos), ambientais 

(águas, solos e sedimentos), alimentares, entre outras (72). Antes das amostras serem submetidas 

a AAS, o procedimento comumente realizado é a digestão/mineralização úmida da porção 

orgânica da amostra com ácidos fortes, que visa minimizar interferências na análise de amostras 

biológicas (como o analito estar presente em diferentes estados de oxidação, combinado com 

diferentes ânions ou ligados a proteínas ou outros ligantes orgânicos) (72). 

A medida da absorção da intensidade da radiação eletromagnética proveniente de uma fonte 

de radiação primária emitida por átomos gasosos no estado fundamental é o princípio fundamental 

da AAS (72). Os seis principais constituintes da espectrometria de absorção atômica são: 1) a fonte 

de radiação; 2) o sistema de introdução de amostras; 3) o sistema de atomização; 4) o 
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monocromador; 5) o sistema de detecção; e 6) a leitura. Estes componentes são conectados à 

sistemas computadorizados para o controle do equipamento e tratamento dos dados (73). 

Os tipos de atomizadores mais usados em AAS são chama (FAAS) e forno de grafite 

(GFAAS) (74). A GFASS é utilizada para determinações de baixas concentrações (μg L-1), é uma 

técnica mais sensível do que a FAAS devido a maior parte do analíto ser introduzido no tubo de 

grafite e atomizado no caminho óptico, além de condensar a nuvem atômica mais eficientemente 

por ser um sistema fechado (75,76). Já a FAAS é mais utilizada para análises elementares em 

níveis de mg L-1, e é um sistema onde a maior parte da amostra é descartada pelo dreno do 

nebulizador (95%) e a parte da amostra que alcança a chama é diluída pelos gases desta, 

diminuindo sua sensibilidade (75,76). Outra vantagem na GFAAS quando comparada com a 

FAAS é a pequena quantidade de amostra utilizada, da ordem de microlitros (μL) na GFAAS, 

enquanto que a FAAS trabalha com amostra de alguns mililitros (mL) (74). 

1.5. Caracterização das proteínas - Estudos proteômicos e metaloproteômicos 

MS é um instrumento que contém uma fonte de ionização, um analisador de massas -

razão massa/carga (m/z) e um detector (77). Através da técnica de MS podemos avaliar a Mm 

dos compostos e quantifica-los, identificar compostos desconhecidos, revelar a estrutura de 

moléculas e determinar as modificações pós-traducionais, ou seja, aplicada à análise de 

biomoléculas ela fornece uma informação precisa da Mm, identifica proteínas usando a Mm de 

peptídeos trípticos, sequência peptídeos e identifica modificações pós-traducionais (77,78). 

As proteínas a serem analisadas nos estudos proteômicos e/ou metaloproteômicos após 

serem devidamente extraídas e fracionadas devem passar pelo processo de “digestão” com 

enzimas proteolíticas, sendo a mais utilizada a enzima tripsina para produzir peptídeos (79). No 

caso de estudos que utilizam o fracionamento de proteínas por 2D-PAGE, a digestão em gel é 

aplicada, ou seja a proteína é processada e digerida enquanto está contida em um spot de gel de 

poliacrilamida (80). A tripsina cliva as ligações peptídicas de proteínas após os grupos carboxila 

dos resíduos de lisina (K) e arginina (R), exceto quando estas ligações são com resíduos de 

prolina (P), ou seja, ligações K-P ou R-P (81). Os peptídeos obtidos na etapa de digestão tríptica 

podem então ser caracterizados utilizando-se a MS, entre elas a espectrometria de massas em 

sequência com ionização por eletrospray (ESI/MS-MS)  é uma das mais utilizadas (81).  

ESI/MS-MS é uma técnica de ionização branda que realiza a transferência de íons da 

solução para a fase gasosa, é extremamente útil para a análise de moléculas grandes, não-voláteis 

e que podem adquirir carga, como proteínas e ácidos nucleicos (82). A produção de íons pelo 



processo eletrospray requer, essencialmente, dois passos: dispersão de gotas altamente 

carregadas, quase à pressão atmosférica, seguida por condições que permitam a evaporação da 

gota; envolve a formação de um spray eletrolítico, que gera pequenas gotas carregadas e destas 

são liberados os íons (82). Quando um potencial positivo é aplicado na solução, os íons positivos 

tendem a se afastar para uma região menos positiva, isto é, em direção ao contra eletrodo (82). 

Conforme a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o 

eletrodo aumenta, provocando uma deformação na gota que está presa na ponta do capilar; a gota 

ganha forma de cone e permanece presa ao capilar até o momento em que a densidade de carga 

na superfície da gota e o aumento da repulsão entre os íons vençam a tensão superficial, 

ocorrendo liberação de pequenas gotas com alta densidade de carga (82). Como resultado final, 

os íons tornam-se completamente dessolvatados (82).  
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- 35 proteínas apresentaram diferença de expressão no plasma, indicando a alpha-1-

macroglobulina e haptoglobulina como possíveis biomarcadoras do DM1 controlado (tratado 

com insulina); e as proteínas 2'-desoxinucleósido-5'-fosfato de N-hidrolase 1, proteína 

transmembranar 1, soro amilóide P-componente, vitamina D de ligação e biliverdina como 

possíveis candidatas a biomarcadoras do diabetes tipo 1 não controlado. 

- O estudo metaloproteômico no plasma revelou diferentes interações entre as proteínas com o 

cobre, magnésio, selênio e zinco nos grupos experimentais; sugerindo como esses minerais 

poderiam estar ligados nas proteínas que apresentaram diferença de expressão e estarem 

envolvidos na expressão proteica, progressão e complicações do diabetes tipo 1. 

- O tratamento com insulina em animais diabéticos foi capaz de restaurar os níveis da enzima 

frutose-1,6 bifosfatase indicando controle na produção de glicose hepática pela possível inibição 

da gliconeogênese nesses animais. Enquanto a piruvato carboxilase foi classificada como 

independente de insulina, como essa enzima está envolvida nas etapas iniciais da gliconeogênese, 

esta resposta pode ter relação com a geração de oxalatoacetato, mantendo, desta froma a 

concentração dos intermediários do ciclo do ácido cítrico. 

- A maioria das enzimas do ciclo do ácido cítrico foram classificadas como dependentes de 

insulina, apresentando uma resposta anapleurótica para manter os intermediários do ciclo ácido 

cítrico à resposta insulínica.  

- A restauração da glicemia, pelo tratamento com insulina afetou a abundância das enzimas que 

funcionam na desintoxicação de EROs, restabelecendo o equilíbrio redox e a função 

mitocondrial. 

- A carbonilação de proteínas está diretamente associada a danos proteicos sob condições de 

estresse oxidativo. A análise do Oxi-proteoma identificou 105 proteínas com diferença de 

expressão que foram classificadas como dependentes de insulina e 62 como independentes de 

insulina; essas proteínas carboniladas podem estar relacionadas às disfunções celulares descritas 

na progressão do DM1. 

- A identificação das proteínas carboniladas indicou potenciais biomarcadores pré-sintomáticos 

para o DM1. O tratamento com insulina atenuou o estresse oxidativo por favorecer as enzimas 

antioxidantes e diminuir a produção de EROs, controlou o metabolismo de carboidratos e 

metabolismo energético. 
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- O estudo metaloproteômico no fígado sugeriu diferentes interações entre os minerais (cobre, 

magnésio, selênio e zinco) e as proteínas entre os grupos experimentais, podendo associar com 

as alterações funcionais dessas proteínas e envolvimento na progressão e complicações do DM1.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




