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APRESENTAÇÃO

A coleção “Alicerces e Adversidades das Ciências da Saúde no Brasil 2” é 
uma obra composta de quatro volumes que tem como foco as bases e as interfaces 
multidisciplinares dos trabalhos desenvolvidos em diversos locais do país que 
compõe os diversos capítulos de cada volume. De forma categorizada os trabalhos, 
pesquisas, relatos de casos e revisões tentarão demonstrar ao leitor os princípios de 
cada área da saúde assim como suas peculiaridades.

O terceiro volume da obra conta com estudos que transitam entre os cursos 
de enfermagem, fonoaudiologia, biologia, medicina e biomedicina desenvolvidos em 
várias instituições de ensino e pesquisa do país. O leitor poderá encontrar temas 
multidisciplinares que vão desde Doença de Parkinson, Suicídio, Atenção Básica, 
Saúde das Minorias, Sífilis Congênita, Integralidade em saúde, Cuidados Paliativos, 
Saúde Materno-Infantil, Gestão em Saúde, Doença de Chagas, Envelhecimento, 
Promoção em saúde, até os temas específicos como Câncer de Mama, Aleitamento 
materno, Terapias Complementares, Autismo Infantil, Enfermagem em saúde 
comunitária, Tuberculose, Serviços Médicos de Emergência, Sofrimento Mental, 
Artralgia debilitante e Chikungunya.

A fundamentação, e o estabelecimento de conceitos e padrões básicos é muito 
importante na ciências da saúde uma vez que novos estudos e pesquisas tanto de 
revisão quanto experimentais sempre se baseiam em técnicas e fontes já publicadas. 
Assim, destacamos a relevância deste material com informações recentes sobre 
diversas temáticas da saúde. 

Portanto a obra “Alicerces e Adversidades das Ciências da Saúde no Brasil 2” 
oferece ao leitor teoria bem fundamentada aliada à resultados práticos obtidos pelos 
diversos grupos de pesquisa em saúde do país, que arduamente desenvolveram seus 
trabalhos aqui apresentados de maneira concisa e didática. A divulgação científica 
de qualidade, em tempos de fontes não confiáveis de informação, é extremamente 
importante. Por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz 
de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
apresentarem e divulguem seus resultados. 

Desejamos à todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O carcinoma hepatocelular (HCC) 
é um tipo de câncer de fígado. Para encontrar 
a base molecular da hepatocarcinogênese, 
tem havido recentemente intenso interesse 
no estudo da expressão proteica. Métodos da 
protômica como a Eletroforese Bidimenssional 
(2DE) e a Espectrometria de Massa (MALDI-
TOF-Matrix Assisted Laser Desorption / 
Ionization Time of Flight) são utilizados para 
a identificação de biomarcadores para o 
HCC e outras doenças crônicas do fígado. O 
objetivo deste trabalho foi realizar uma resenha 
crítica sobre a pesquisa de Vedarethinam, 
Dhanaraj e Soundherrajan (Identification of 
Differential Protein Expression in Hepatocellular 
Carcinoma Induced Wistar Albino Rats by 2D 
Electrophoresis and MALDI-TOF–MS Analysis) 
que investigou o perfil proteico de regulação, a 
expressão diferencial de proteínas e identificou 
tanto o marcador tumoral como as proteínas 
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marcadoras responsáveis pela regulação do HCC por meio da 2 DE e da MALDI-
TOF. Os autores identificaram cinco spots que correspondiam a proteínas reguladoras 
no processo tumoral, o T-cininogênio, a arginina Nmetiltransferase-1 (PRMT 1), 
o nucleosídeo difosfato cinase-B (NDPKB), o fator de ativação plaquetária acetil-
hidrolase (PAF) e o regulador da proteína-G de sinalização-19 (RGS19).
PALAVRAS-CHAVE: Atividade anti-câncer; carcinoma hepatocelular; proteoma; 
eletroforese 2D, MALDITOF-MS.

DIFFERENTIAL PROTEIN EXPRESSION IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA BY 

2D ELETROPHORESIS AND MALDI-TOF-MS ANALYSIS

ABSTRACT: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a type of liver cancer. To find the 
molecular basis of hepatocarcinogenesis, there has recently been intense interest 
in the study of protein expression. Two-dimensional electrophoresis (2DE) and 
mass spectrometry (MALDI-TOF) are used to identify biomarkers for HCC and other 
chronic liver diseases. The objective of this work was to perform a critical review on 
the research designer by Vedarethinam, Dhanaraj and Soundherrajan (Identification 
of Differential Protein Expression in Hepatocellular Carcinoma Induced Wistar Albino 
Rats by 2D Electrophoresis and MALDI-TOF–MS Analysis) that investigated the 
protein profile of regulation, the differential expression of proteins and identified both 
the tumor marker and the marker proteins responsible for the regulation of HCC by 2D 
and MALDI-TOF. The authors identified five spots corresponding to regulatory proteins 
in the tumor process, T-cininogen, arginine Nmetiltransferase-1 (PRMT 1), nucleoside 
diphosphate kinase-B (NDPKB), platelet activation factor acetylhydrolase (PAF) and 
the G-flagellin-19 (RGS19) regulator.
KEYWORDS: Anti cancer activity; hepato-cellular carcinoma; proteome; 2D 
Electrophoresis; MALDITOF–MS.

1 |  INTRODUÇÃO

O carcinoma hepatocelular (HCC) é um tipo de câncer de fígado. Não é o 
mesmo que o câncer de fígado metastático, que começa a partir de outro órgão 
(como a mama ou cólon) e se espalha para o fígado. Para encontrar a base molecular 
da hepatocarcinogênese, tem havido recentemente intenso interesse no estudo da 
expressão proteica (CAI; CHIU; HE, 2004; PACHECO et al., 2019). A análise de 
todo o proteoma pode proporcionar informação funcional através de estudos de 
expressão das proteínas. Uma vez que estas proteínas são potenciais ferramentas 
de diagnóstico ou são identificadas como alvos terapêuticos, também têm grande 
potencial no processo de descoberta de drogas modernas (KIM et al., 2003).

A proteômica é útil para o diagnóstico da patologia e descoberta de marcadores 
de doença para o HCC e outras doenças crônicas do fígado. A comparação de 
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HCC e tecidos hepáticos normais utilizando Eletroforese Bidimenssional (2DE) e 
Espectrometria de Massa (MALDI-TOF-Matrix Assisted Laser Desorption / Ionization 
Time of Flight) pode revelar a expressão das proteínas e, assim, identificá-las no 
envolvimento no mecanismo fisiopatogênico do HCC (MEGGER et al., 2013).

O estudo de Vedarethinam et al. (2016), cujos autores fazem parte do 
Departamento de Biotecnologia da PRIST University na Índia, aborda um aspectos 
referentes a identificação de supostos marcadores para o carcinoma hepatocelular, 
bem como a confirmação do efeito anti-câncer de um quimioterápico testado 
(VEDARETHINAM; DHANARAJ; SOUNDHERRAJAN, 2016).

Este estudo teve como objetivos investigar o perfil proteico de regulação, 
descobrir a expressão diferencial de proteínas e identificar tanto o marcador tumoral 
como as proteínas marcadoras responsáveis pela regulação do HCC utilizando 2 DE 
e MALDI-TOF em camundongos com HCC induzido por dietilnitrosamina (DEN) assim 
como tratados com 1,3-bis- [(3-hidroxi-naftalen-2-il) -fenilmetil] ureia (1,3BPMU).

2 |  METODOLOGIA

2.1 Animais Experimentais

Camundongos machos Wistar albino (Rattus norvegicus) do mesmo grupo 
etário com peso corporal 150-170 mg foi selecionado para todas as experiências.

2.2 Modelo experimental

Os camundongoss foram divididos em quatro grupos: cada grupo consistia 
de seis animais analisados para um período experimental total de 16 semanas 
como se segue: Grupo A: controle, grupo B: tratados com 1,3 BPMU por via oral a 
intervalos de 24 horas durante 16 semanas, grupo C: com HCC induzidos por injeção 
intraperitoneal de DEN com fenobarbital (ip) durante duas semanas, grupo D: com 
HCC induzidos por injeção intraperitoneal de DEN com fenobarbital (ip) durante duas 
semanas e em seguida os animais foram tratados com 1,3BPMU durante as 14 
semanas seguintes.

Após 16 semanas, foi colhido sangue e foram também recolhidas amostras 
de fígado. O fígado foi excisado imediatamente e lavado em solução salina gelada. 
Uma porção do fígado foi homogeneizada em tampão Tris 0,1 M, pH 7,4 e utilizada 
para os testes. Os marcadores tumorais séricos tais como α-fetoproteína (AFP) e o 
antígeno carcinoembrionário (CEA) foram estimados por quimioluminescência.

2.3 Preparação de amostras para eletroforese 2 D

O método de precipitação com ácido tricloroacético/acetona foi utilizado para 
preparar a proteína a partir do fígado com alguma modificação do protocolo Damerval. 
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A amostra de tecido hepático fresco foi homogeneizada com PBS por via mecânica, 
depois foi centrifugada em 10.000 rpm durante 10 min. As concentrações de proteína 
foram determinadas pelo método de Bradford. Coletou-se 500 ul de sobrenadante 
juntamente com volume igual de acetona gelada 10%, TCA foi adicionado e incubou-
se durante a noite a -20 °C. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm, 4 °C 
durante 15 min, o sobrenadante foi removido e o sedimento foi enxaguado duas 
vezes com acetona gelada. O sedimento foi seco ao ar e ressuspenso por Tris 85 
mM, pH 6,8, SDS a 0,2%.

2.4 Eletroforese bidimensional (2D PAGE)

A eletroforese de focalização isoeléctrica (IEF) foi utilizada para separar as 
proteínas de acordo com o ponto isoeléctrico (pI) na primeira dimensão. Os géis de 
IEF foram feitos em tubos de vidro e continham ureia, água destilada, acrilamida, 
anfólitos de suporte, NP-40, persulfato de amónio e TEMED. Após meia hora 
de polimerização, realizou-se uma pré-operação para a focagem dos anfólitos, 
carregando uma solução de lise (ureia, NP-40, anfólitos de suporte, MDTT e solução 
sobreposta. A solução foi removida do compartimento superior. Enquanto isso, a 
amostra foi preparada por adição de solução de lise e aquecimento durante 2 min 
a 100 C. Após o carregamento, adicionou-se solução de sobreposição em cada 
amostra.  Após a focagem, os géis de IEF foram mantidos em tampão de equilíbrio 
(ureia, mM Tris- HCl pH 8,8).

3 |  MALDI-TOF-MS

As peças de gel foram excisadas e lavadas com solução de bicarbonato 
de amônio contendo acetonitrilo. Após a remoção do sobrenadante, as peças de 
gel foram secas. Para a digestão, foram adicionadas soluções de tripsina a cada 
amostra. Após incubação a reação foi parada por TFA. Para uma melhor extração 
de peptídeos, as amostras foram armazenadas durante a noite. Sem purificação 
adicional, o sobrenadante foi misturado com solução de matriz acetona, acetonitrilo, 
água e TFA em água. A partir desta mistura, depositou-se 1μl para o alvo MALDI. Os 
tripeptídeos foram analisados com um espectrômetro de massa MALDI-TOF. Os íons 
de fundo da autólise com tripsina e a contaminação por queratina foram removidos 
das listas de massa. A identificação das proteínas foi realizada através da pesquisa 
de proteínas no banco de dados NCBI. A fragmentação dos pepitídeos selecionados 
foi medida utilizando o modo PSD.

4 |  RESULTADOS

Os níveis dos marcadores a-fetoproteína (AFP) e de antígeno carcinoembrionário 
(CEA) estavam elevados em ratos induzidos por DEN (grupo C) em comparação com 
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os ratos controle (grupo A). Entretanto, os ratos com câncer tratados com 1,3BPMU 
(grupo D) reduziram estes marcadores em comparação com ratos com câncer e sem 
tratamento com 1,3BPMU (grupo C).

Após a realização da 2 DE, foram identificados um total de 480 spots proteicos 
em todos os grupos, dos quais três proteínas reguladas em ratos induzidos por DEN 
e duas proteínas reguladas em ratos tratados com 1,3BPMU após a finalização da 
MALDI-TOF-MS. Cada spot foi submetido a uma análise no banco de dados. O spot 
1 foi identificado como T-cininogênio-2, spot 2 foi como arginina Nmetiltransferase-1 
(PRMT 1), spot 3 como nucleosídeo difosfato cinase-B (NDPKB), spot 4 como fator 
de ativação plaquetária acetil-hidrolase (PAF), e spot 5 como regulador da proteína-G 
de sinalização-19 (RGS19).

5 |  CONSIDERAÇÕES

O estudo se refere a identificação de supostos marcadores tumorais para o HCC, 
tanto relacionados com o diagnóstico como com o tratamento (alvo terapêutico). Todo 
a metodologia do estudo foi organizada e executada usando técnicas de proteômica 
para possibilitar a identificação das proteínas e em que contexto elas se encontram 
com níveis de expressão diferentes da condição de normalidade 

5.1 Considerações sobre o método

5.1.1 Animais Experimentais

Os animais utilizados foram padronizados e metodologicamente emparelhados 
em peso e em idade para evitar viés de seleção e interferência na obtenção e 
interpretação dos resultados da pesquisa.

5.1.2 Modelo experimental

Para observar as diferenças entre a situação de normalidade do fígado e e o 
HCC, foram formados grupos com o mesmo número de camundongos, um grupo 
controle (sadios) e um grupo com HCC (grupo C). Como o estudo também se propôs 
a avaliar a resposta terapêutica do HCC com o 1,3BPMU, foi formado um grupo 
com HCC tratado com 1,3BPMU, e outro grupo sem HCC que também recebeu 
1,3BPMU para avaliar os efeitos da droga sobre o fígado. A razão para a utilização 
dos camundongos Wistar albino (Rattus norvegicus) se dá no sentido que tais 
animais foram desenvolvidos de forma padronizada em colônias e, inclusive, se 
dispõe de tabelas com dados e a biologia destes animais. Tais dados permitem ao 
pesquisador tem um melhor controle das varáveis inerentes ao animal experimental 
e correlacioná-las com a intervenção do estudo. Além disso, tais ratos são dóceis 
para manipulação e apresentam baixa incidência de tumores, ou seja, tais animais 
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apresentam baixa probabilidade de que fatores genéticos da própria espécie venham 
a interferir no experimento na determinação do HCC induzido pelo Dietilnitrosamina 
(DEN). O resultado da lesão hepática após a aplicação de DEN em camundongos é 
estimado pela formação de cirrose e câncer e é considerado um modelo adequado 
para a análise de alguns aspectos e processos que promovem a patogênese do 
carcinoma hepatocelular em humanos.

As análises foram feitas tanto em amostras de sangue como do fígado dos 
camundongos. As amostras do fígado foram homogeneizadas e foram submetidas 
à solução de tampão Tris 0,1 M, pH 7,4 para estabilizar o pH e assim preservar 
as proteínas a serem analisadas. Os marcadores tumorais séricos tais como 
α-fetoproteína (AFP) e o antígeno carcinoembrionário (CEA) foram estimados por 
quimioluminescência que se caracteriza pela utilização de anticorpos, neste caso 
para AFP e CEA, ligados a um marcador luminescente (cromógeno). Assim, por meio 
deste teste colorimétrico foi possível determinar os níveis séricos de tais marcadores.  

5.1.3 Preparação de amostras para eletroforese 2 D

  O método de precipitação com ácido tricloroacético foi utilizado uma vez que 
este ácido é um agente precipitante que permite a eliminação, total ou parcial, de 
proteínas e peptídeos de elevado peso molecular presentes nos hidrolisados e a 
taxa de precipitação depende do tipo de proteína e precipitante, bem como de suas 
respectivas concentrações.

Foi utilizado o PBS na amostra de tecido hepático fresco; o PBS é um tampão 
fosfato-salino com a finalidade de manter o pH constante para preservar as proteínas 
da amostra.

Assim como no artigo científico anterior, os autores utilizaram o método de 
Bradford para corar as proteínas; tal método utiliza o corante Coomassie brilliant blue 
(BG-250) que interage com as macromoléculas. A acetona gelada tem a finalidade 
de ajudar a precipitar as proteínas que ocorre por centrifugação. 

O sedimento foi novamente tratado com solução tampão Tris para preservar o 
pH. O SDS (dodecil sulfato de sódio) é um detergente carregado negativamente que 
supera a carga intrínseca da proteína e é capaz de se ligar às proteínas da amostra 
permitindo que elas migrem em direção ao eletrodo positivo quando a tensão for 
aplicada.

5.1.4 Eletroforese bidimensional (2D PAGE)

A primeira dimensão é terminada a partir do ponto isoelétrico da proteína. 
O gel é uma matriz constituída que neste estudo foi elaborado com acrilamida e 
outros componentes; a porosidade da malha do gel pode ser determinada pelas 
concentrações da acrilamida que quanto mais concentrada menores serão os 
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poros. O gel de acrilamida é quimicamente inerte e de fácil coloração com o azul de 
Coomassie que é utilizado pelo método de Bradford. A uréia foi adicionada por ser 
um agente desnaturante que ajuda a separar melhor as moléculas de proteínas. A 
segunda dimensão é determinada pelo peso das moléculas.

5.1.5 MALDI-TOF-MS

Após a seleção dos spots a serem analisados, o gel foi recortado e a proteína 
é isolada para então passar por uma solução de tripsina à qual fragmentará a 
macromolécula e o produto final será uma mistura de peptídeos.  A partir desta mistura, 
depositou-se 1μl para o alvo MALDI. Uma vez que os peptídeos sofrem a ionização 
pela ação do laser, tais moléculas se deslocarão até o detector em tempos de vôo 
(time of light) diferentes, a depender da relação massa/carga de cada molécula, que 
serão registrados na forma de “picos” no gráfico gerado pelo software. A partir dos 
dados registrados pelo software, a identificação das proteínas se dá pela consulta 
aos bancos de dados que dispõem de informações de proteínas já catalogadas. 

5.2 Considerações sobre os resultados

As dosagens da α-fetoproteína (AFP) e o antígeno carcinoembrionário (CEA) 
foram feitas a partir do soro por quimioluminescência. A α-fetoproteína é encontrada 
em níveis acima do normal durante a vida fetal. Nas fases posteriores da vida, tal 
proteína permanece em níveis baixos dentro de um intervalo de normalidade. O 
CEA é uma proteína presente no tecido fetal ou embrionário e que, normalmente, 
desaparece após o nascimento; entretanto, algumas quantidades podem estar 
presentes no cólon. 

No desenvolvimento de tumores e incluindo o HCC, os níveis de expressão 
das duas proteínas se elevam. Desta forma, os níveis séricos de AFP e CEA 
estavam elevados nos camundongos com HCC e normais no grupo controle. Além 
disso, no grupo tratado com o quimioterápico 1,3BPMU (grupo D), a AFP e o CEA 
estavam reduzidos quando comparado com o grupo com HCC, mostrando que tais 
marcadores, de fato, sinalizam a existência de tumor do tipo HCC e informam sobre 
a resposta do tumor ao tratamento com 1,3BPMU.

Por meio das técnicas 2 DE e MALDI-TOF-MS, foram isolados 5 spots que 
correspondiam a proteínas reguladoras no processo tumoral. Das 5 proteínas, três 
eram reguladas em ratos com HCC e duas proteínas reguladas em ratos tratados 
com 1,3BPMU.

O spot 1 foi identificado como T-cininogênio: a expressão do cininogênio T 
é mais específica para os genes do fígado, relacionada com os genes de fase aguda 
e alterado quando ocorre lesão tecidual.

O spot 2 foi como arginina Nmetiltransferase-1 (PRMT 1): Esta é uma enzima 
intracelular e que metila da arginina da proteína com implicação na transdução de 
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sinal, transcrição de genes, reparo de DNA e splicing de mRNA. 
O spot 3 como nucleosídeo difosfato cinase-B (NDPKB): o NDPKB tem     

relação com a progressão e diferenciação de células tumorais e é detectado na 
membrana, citoplasma e núcleo das células. 

O spot 4 como fator de ativação plaquetária acetil-hidrolase (PAF): O fator 
ativador de plaquetas (PAF) tem capacidade para induzir ações reguladoras imunes. 
A PAF acetil-hidrolase atua como enzima através do controle da formação e do 
mecanismo de regulação imunitária do PAF e os níveis elevados de PAF podem ser 
justificados pelo seu papel no controle à agressão celular que ocorre no HCC.

O spot 5 como regulador da proteína-G de sinalização-19 (RGS19): Os 
receptores acoplados a proteína G (GPCR) regulam o crescimento de células e a 
diferenciação de células pelo caminho de vias de sinalização como a tirosina cinase. 
A desregulação desta via pode favorecer o desenvolvimento de HCC. A regulação 
positiva de RGS19 em camundongos tratados com 1,3BPMU leva a inibir a transdução 
de sinal aumentando a atividade de GTPase que por sua vez controla a proliferação 
e a diferenciação celular.
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