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APRESENTAÇÃO

A obra “Premissas da Iniciação científica” aborda diferentes maneiras em que o 
conhecimento pode ser aplicado, e que outrora era exclusivamente uma transmissão 
oral de informação e atualmente se faz presente na busca e aplicação do conhecimento.

A facilidade em obter conhecimento, aliado com as iniciativas de universidades 
e instituições privadas e públicas em receber novas ideias fez com que maneiras 
inovadoras de introduzir a educação pudessem ser colocadas em prática, melhorando 
processos, gerando conhecimento específico e incentivando profissionais em formação 
para o mercado de trabalho.

Estudos voltados para o conhecimento da nossa realidade, visando a solução de 
problemas de áreas distintas passou a ser um dos principais desafios das universidades, 
utilizando a iniciação científica como um importantes recurso para a formação dos 
nossos estudantes, principalmente pelo ambiente interdisciplinar em que os projetos 
são desenvolvidos. 

O conhecimento por ser uma ferramenta preciosa precisa ser bem trabalhado, e 
quando colocado em prática e principalmente avaliado, indivíduos de áreas distintas se 
unem para desenvolver projetos que resultem em soluções inteligentes, sustentáveis, 
financeiramente viáveis e muitas vezes inovadoras.

Nos volumes dessa obra é possível observar como a iniciação científica foi capaz 
de auxiliar o desenvolvimento de ideias que beneficiam a humanidade de maneira 
eficaz, seja no âmbito médico, legislativo e até ambiental. Uma ideia colocada em 
pratica pode fazer toda a diferença.

É dentro desta perspectiva que a iniciação científica, apresentada pela inserção 
de artigos científicos interdisciplinares, em que projetos de pesquisas, estudos 
relacionados com a sociedade, o direito colocado em prática e a informática ainda 
mais acessível deixa de ser algo do campo das ideias e passa a ser um instrumento 
valioso para aprimorar novos profissionais, bem como para estimular a formação de 
futuros pesquisadores.

Anna Maria G. Melero
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CAPÍTULO 6

ANÁLISE PROTEÔMICA DIFERENCIAL DE 
PROTEÍNAS DE FÍGADO DE RATOS COM 

OBESIDADE EXPERIMENTAL E AS ASSOCIAÇÕES 
COM O DIABETES TIPO II

Bruna Kaline Gorgônio de Azevedo
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

Faculdade de Ciências Exatas e Naturais - 
Campos Central, Mossoró-RN.

Francisco Barros Barbosa
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

Faculdade de Ciências Exatas e Naturais - 
Campos Central, Mossoró-RN.

José Hélio de Araújo Filho
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

Faculdade de Ciências Exatas e Naturais - 
Campos Central, Mossoró-RN.

Thiago Fernandes Martins
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

Faculdade de Ciências Exatas e Naturais - 
Campos Central, Mossoró-RN.

João Xavier da Silva Neto
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

Faculdade de Ciências Exatas e Naturais - 
Campos Central, Mossoró-RN.

RESUMO: O objetivo desse trabalho foi o estudo 
de possíveis elos bioquímicos entre obesidade 
e diabetes em ratos obesos induzidos pelo 
Glutamato monossódico (MSG). Para tanto 
foi utilizada a técnica da análise proteômica 
diferencial com a finalidade de avaliar a 
expressão de proteínas do fígado (órgão 
diretamente relacionado com a obesidade e 
diabetes) destes animais e a subsequente 
identificação de alterações daquelas proteínas 

que tenham possíveis envolvimentos com 
alterações na homeostasia glicídica. Os 
perfis proteômicos dos ratos controles e 
obesos foram determinados pela técnica de 
eletroforese bidimensional (2D) que tem por 
base a separação das proteínas expressas 
usando suas massas moleculares e pontos 
isoelétricos. Dessa forma foi possível traçar um 
perfil proteômico dos fígados dos ratos dos dois 
grupos e compará-los em termos de expressão 
diferencial. Os resultados obtidos mostram 
menor expressão nas proteínas hepáticas 
nos animais obesos em comparação com os 
controles o que pode significar em alterações 
nas atividades dessas proteínas em condições 
fisiológicas e consequentemente em condições 
favoráveis para a instalação do quadro 
fisiopatológico. O entendimento da associação 
entre obesidade e diabetes se faz necessário 
em função do número cada vez maior de 
pessoas obesas em todas as partes do mundo 
e cada vez mais se observa maiores chances 
dessas pessoas contraírem um conjunto de 
doenças conhecidas como a diabetes e a 
síndrome metabólica. O conhecimento desses 
elos de ligações entre essas fisiopatologias 
podem ajudar na formulação de terapias e de 
medidas de prevenção para tais doenças.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus; 
Obesidade; Proteôma.
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ABSTRACT: The objective of this study was the study of possible biochemical links 
between obesity and diabetes in obese rats induced by monosodium glutamate (MSG). 
The differential proteomic analysis was used to evaluate the expression of liver proteins 
(organ directly related to obesity and diabetes) of these animals and the subsequent 
identification of alterations in those proteins that may have implications for changes 
in glycosidic homeostasis. The proteomic profiles of the control and obese rats were 
determined by the technique of two-dimensional (2D) electrophoresis based on the 
separation of the expressed proteins using their molecular masses and isoelectric points. 
In this way it was possible to trace a proteomic profile of the livers of the rats of the two 
groups and to compare them in terms of differential expression. The results showed 
lower expression in hepatic proteins in obese animals compared to controls, which 
may mean alterations in the activities of these proteins under physiological conditions 
and consequently favorable conditions for the establishment of pathophysiological 
conditions. Understanding the association between obesity and diabetes is necessary 
because of the increasing numbers of obese people in all parts of the world, and more 
and more people are more likely to contract a set of diseases known as diabetes and 
metabolic syndrome. Knowledge of these linkages between these pathophysiologies 
may help in the formulation of therapies and prevention measures for such diseases.
KEYWORDS: Diabetes Mellitus; Obesity; Proteôma.

1 |  INTRODUÇÃO

A obesidade, doença metabólica de alta prevalência, vem se constituindo em 
uma das principais fisiopatologias do século XXI. A organização Mundial de Saúde 
estima que existe hoje mais de 300 milhões de pessoas considerados clinicamente 
obesas e as perspectivas são de que tenhamos em torno de 600 milhões no ano de 
2025 (Who, 2000). No Brasil, já existem 17 milhões de obesos, distribuídos em todas 
as regiões do País. Estes números mostram que a população brasileira está vivendo 
o fenômeno de transição nutricional, ou seja, a substituição das doenças oriundas da 
desnutrição para aquelas decorrentes da obesidade (Kac, 2003). 

A obesidade é uma doença crônica e multifatorial. Ela resulta de um desbalanço 
entre o consumo e a utilização da energia, resultando no acúmulo de gordura 
nos tecidos. Esta estocagem tem sido facilitada pela existência de dois fatores: 
o gênico, que direciona para a expressão de proteínas envolvidas na biogênese e 
armazenamento dos lipídios e o ambiental, que proporciona uma oferta alimentar cada 
vez mais rica em energia. Além disso, deve ser considerado que nas últimas décadas, 
ocorreu à chamada revolução industrial, com produção de máquinas e equipamentos 
que permitem a redução significativa dos movimentos, a economia de energia e, por 
consequência, a obesidade (Koplan, 1999). A obesidade é, portanto, o resultado da 
interação de diferentes condições a que os indivíduos estão submetidos, como os 
genéticos, os físicos, os sociais e os comportamentais (Koplan et al, 1999; Riebe et 
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al, 2002).
A relação entre obesidade e diabetes mellitus tipo 2 é bem estabelecida. 

Indivíduos com sobrepeso ou obesidade têm um aumento significativo do risco de 
desenvolverem diabetes, este risco é cerca de três vezes superior ao da população 
com peso considerado normal (Haslan, 2010). A relação entre o peso corporal e a altura 
fornece o chamado Índice de Massa Corporal (IMC) que é aceito internacionalmente 
como medida de obesidade. O IMC é calculado dividindo-se o peso em (Kg) pela 
altura (em metros) ao quadrado (IMC= Peso/altura²). Se essa relação for igual ou 
superior a 30Kg/m² o indivíduo é considerado obeso (De Onis and Habitch, 1996). 
O IMC tem uma correlação alta com o total de gorduras do corpo sendo muito útil 
como propósito epidemiológico. Dessa forma também, a elevação na medida de 
circunferência abdominal indica o acúmulo de gorduras na região abdominal e um risco 
dos indivíduos a vários distúrbios metabólicos. O risco de obesos ficarem diabéticos 
aumenta em 50%, quando o índice de massa corporal (IMC) está entre 33 e 35kg/m 
(Haslan, 2010).

A correlação entre obesidade e diabetes parece ser iniciada pelo aparecimento 
da chamada resistência à insulina, que consiste na ação diminuída da insulina na 
absorção de glicose pelas células do fígado, músculo e tecidos gordurosos. Esse 
defeito nas células dos obesos parece ser determinado por vários fatores. Um deles 
é a redução na resposta intracelular à insulina. Em condições normais, o passo inicial 
de tal sinalização começa com a ligação da insulina a um receptor especifico de 
membrana, uma proteína com atividade quinase, levando-a a alteração conformacional 
e autofosforilação, que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor. Uma 
vez ativado, o receptor de insulina fosforila vários substratos protéicos em tirosina 
desencadeando efeitos em cascata dentro das células. Nos obesos, a ligação da 
insulina com o receptor é diminuída (dês sensibilização) o que caracteriza a resistência 
à insulina. (Goossens, 2007).

Devido esta alta correlação entre obesidade e diabetes esse trabalho teve como 
objetivo estudar elos bioquímicos entre essas duas fisiopatologias, além de traçar o 
perfil proteômico de fígado de ratos obesos e identificar, nas proteínas expressas, 
alterações que possam justificar modificações na modulação das rotas bioquímicas da 
homeostasia glicídica de animais obesos e, por consequência, a indução da diabetes.

 Proteôma tem sido uma metodologia bastante usada para chegar ao entendimento 
da instalação de fisiopatologias e dos elos bioquímicos e/ou fisiológicos. Por definição, 
Proteôma, é o conjunto de proteínas codificadas e expressas por um genoma, sob 
determinadas condições (Ong and Mann, 2005). A análise proteômica, por sua vez, 
é definida como sendo o conjunto de metodologias analíticas empregadas para 
caracterizar quantitativamente e qualitativamente, um conjunto de proteínas.
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

 O estudo foi desenvolvido no período de Agosto de 2010 a Julho de 2011. Depois 
que o grupo dos ratos submetidos ao glutamato monossódico tornarem-se obesos, 
seus respectivos fígados foram extraídos, como também os fígados daqueles grupos 
de ratos tidos como controles (onde ao invés do glutamato monossódico estavam 
recebendo solução salina). Foi coletado o fígado de dois ratos controles e dois ratos 
obesos. Depois de coletado o material, os mesmos foram colocados em uma solução 
de NaCl a 0,9% e refrigerado a -20ºC na Universidade do Estado do Rio Grande do 
Norte - UERN. Logo em seguida os fígados foram levados para o Departamento de 
Bioquímica e Biologia molecular da Universidade Federal do Ceará – UFC, onde foram 
refrigerados a uma temperatura de -80ºC e submetidos à Eletroforese Bidimensional 
(2D).

 Para a análise diferencial de expressão de peptídeos e/ou proteínas, as 
amostras proteicas de fígados de ratos com 90 dias de idade (obesos e controles), 
depois de extraídas, foram submetidas à isoeletric foccusing (IEF) seguindo a 
metodologia previamente descrita por Fountoulakis et al. 2002. Para isso foi utilizado 
o aparelho Ettan IPGphor II e fitas (13 cm) com gradientes de pH imobilizado. As 
amostras foram aplicadas nos géis durante a reidratação, sendo solubilizadas em 
solução de reidratação contendo Uréia 7M, Tiouréia 2M, DTT 65mM, CHAPS 0,5%, 
IPG buffer 0,5% e Azul de Bromofenol. As fitas foram submetidas à reidratação 
durante a noite com um volume de solução correspondente a 250 µL, encerrando uma 
quantidade de 300 µg de proteínas de fígado, em cubas de reidratação [Reswelling 
Tray (Pharmacia Biotech)]. Em seguida, as proteínas foram separadas de acordo com 
seu ponto isoelétrico, usando o seguinte programa: 1º passo – 200 Volts por uma hora; 
2º passo – 500 Volts por duas horas; 3º passo – 5.000 Volts por duas horas e meia; e 
4º passo – 10.000 Volts até atingir 22.000 Volts/horas totais. A focalização foi mantida 
à temperatura constante de ± 25ºC.

 Após o término da primeira dimensão as fitas foram imersas em solução de 
equilíbrio consistindo de TRIS-HCL, pH 8.0 50mM, glicerol 30%, Uréia 6M, SDS 2% 
e azul de Bromofenol. Para cada 3 mL dessa solução, que é o volume suficiente para 
o equilíbrio de uma fita de 13 cm, foram adicionados 50 mg de DTT e deixados sob 
agitação lenta, por 10 minutos, seguindo de re-imersão de 10 minutos da mesma solução 
de equilíbrio contendo 50 mg de IAA (iodoacetamida) para cada 3 mL. Posteriormente, 
as fitas foram mergulhadas em corrida contendo Agar 0,5%. E, posteriormente 
submetidas à corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sódio dodecil 
sulfato [SDS-PAGE (15% de acrilamida). (LAEMMLI, 1970): segunda dimensão (15 x 
18 cm) deverá ser realizada em sistema vertical, alimentado por uma fonte EPS-601 
(Amersham Biosciences), até a saída do azul de bromofenol do gel.

 A coloração das proteínas nos géis foram feitas com Coomassie Blue-G 250 
(Coomassie Colidal). Para isso, os géis foram retirados das placas e colocados em 
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bandeja. Eles foram fixados três vezes por 30 minutos em solução aquosa de etanol 
30% e ácido fosfórico 2%. Logo em seguida foram lavados com ácido fosfórico 2% em 
água, 3 vezes por 20 minutos. Depois essa solução foi desprezada e foram adicionados 
200 ml por gel de uma solução contendo ácido fosfórico 2%, etanol 18% e sulfato de 
amônio 15% em água por 30 minutos e logo após esse tratamento adicionou-se o 
Coomassie Colidal na proporção de 1% do volume da solução.

Os géis, feitos em duplicatas, foram escaneados utilizando-se o programa 
LabScan v.6.0 (GEHealthcare) no ImageScanner (Amersham Biosciences) com 
sistema integrado de transparência. As imagens foram analisadas através do programa 
ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

 Os géis, obtidos através da eletroforese bidimensional (2D), contendo o perfil 
proteômico do fígado de ratos controles (Fig. 1) e o perfil proteômico do fígado de ratos 
obesos (Fig. 2) analisados pelo programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GEHealthcare), 
tiveram seus spots automaticamente e manualmente detectados, como também seus 
pontos isoelétricos e suas massas moleculares estimadas, na finalidade de se avaliar e 
comparar os perfis proteômicos dos demais grupos, identificando assim alterações na 
expressão proteica dos fígados dos ratos com obesidade experimental em comparação 
com os animais controles.

Figura 1 - Perfil Proteômico do fígado de ratos controles.
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Figura 2 – Perfil Proteômico do fígado de ratos obesos.

 Ao observarmos os géis acima percebemos diferenças, dentre elas, há uma 
menor expressão das proteínas no fígado dos ratos obesos, uma vez que existe um 
maior número de spots referentes às proteínas do fígado dos ratos controles. Em um 
estudo realizado por Hirata,1997 é mostrado que são conhecidas alterações em animais 
submetidos ao MSG, utilizados como modelo experimental de obesidade e resistência 
à insulina, como: o conteúdo proteico diminuído. Tal diminuição de proteínas nos géis 
dos ratos obesos nos mostra que o uso da técnica eletroforese bidimensional permite o 
exame de pequenas alterações nos níveis de proteínas que podem fornecer evidencias 
sobre os mecanismos celulares envolvidos na disfunção da homeostasia glicídica, 
naqueles animais considerados obesos. Esta informação pode nos levar a novos alvos 
terapêuticos para tratar e prevenir os efeitos deletérios da obesidade correlacionada 
com a diabetes tipo 2. No entanto estudos adicionais são necessários para revelar as 
implicações biológicas destes resultados, serão necessários mais repetições tanto do 
fígado de ratos controles, quanto daqueles com obesidade experimental, para que o 
perfil proteômico de tais animais seja analisado de uma melhor forma, na tentativa 
de comparar e estipular qual proteína está se alterando em cada perfil proteômico, 
somente dessa forma poderemos utilizar-se dessas proteínas como alvos terapêuticos 
para doenças como obesidade e diabetes.

4 |  CONCLUSÃO

 Pelos resultados obtidos pode-se concluir que os animais obesos apresentam 
um perfil proteômico diferente dos animais controles, observando-se uma menor 
expressão das proteínas hepáticas nestes animais. Faz-se necessário, no entanto, 
de outros estudos e repetições do experimento, para que possamos identificar melhor 
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as alterações na expressão proteica do fígado (ou de outros órgãos) dos ratos com 
obesidade e assim discutir se há uma relação entre estas alterações com a obesidade 
e com as mudanças na homeostasia glicídica observada nestes animais. 
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