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RESUMO 

 

Estímulos atuantes durante períodos fetal e neonatal desencadeiam modificações fisiológicas e 

metabólicas permanentes no indivíduo, fenômeno bastante estudado em Nutrição através de 

manipulação nutricional. Para pesquisa de alterações biomoleculares, o soro sanguíneo é fonte 

potencial de biomarcadores protéicos. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da 

desnutrição protéica neonatal sobre o perfil proteômico do soro sanguíneo de ratos adultos. Foram 

utilizados 8 ratos Wistar, machos, adultos, que foram divididos em 2 grupos, de acordo com a dieta 

disponibilizada do 1º ao 21º dia de vida (período de lactação): grupo nutrido (GN), formado por 

filhotes cujas mães receberam dieta com 17 % de caseína e grupo desnutrido (GD), no qual as mães 

alimentaram-se de dieta com 8 % de caseína. No período de reposição nutricional, a partir do 

desmame (22º dia), os filhotes passaram a receber dieta padrão normoprotéica. Os animais foram 

pesados diariamente durante aleitamento e, posteriormente, em dias alternados. Na idade adulta, a 

partir do 90º dia de vida, os animais foram anestesiados e submetidos à punção cardíaca para coleta 

de sangue (4mL). Após coagulação, este foi centrifugado, a camada de soro coletada e 

acondicionada a -20ºC. Alíquotas foram inicialmente diluídas (1:10) para análise eletroforética 

monodimensional pela tecnologia lab-on-a-chip, utilizando os kits Agilent Protein 80 e 230. Para 

análise bidimensional, proteínas presentes em 50 µL de soro foram precipitadas em acetona, 

ressolubilizadas em solução (200 µL) contendo uréia (7 M), tiouréia (2 M) e CHAPS (2 %), sendo 

100 µL da solução de proteínas reservados para 1ª dimensão (fitas de 13 cm, pH 3-10). A 2ª 

dimensão foi realizada em géis de poliacrilamida (10 %) que foram corados com Azul de 

Coomassie. Os spots detectados foram analisados em software específico. Para análise dos dados, 

utilizaram-se os testes t-Student e Mann-Whitney, considerando-se p≤0,05. Animais GD 

apresentaram valores de peso corporal menores do que GN a partir do 5º dia de vida (GN: 

12,55±3,35g e GD: 10,41±2,03g, p=0,0262), condição que permaneceu até o 90º dia (p<0,0007). 

Além disso, na idade adulta, apresentaram menor quantidade de faixas de pesos moleculares 

detectadas e aumento de concentração de proteínas de peso 32,92 a 32,34 kDa (GN: 6,3 ng/µL e 

GD: 7,45 ng/µL, p=0,041) no perfil monodimensional. Na análise bidimensional, observaram-se 

alterações aparentes nos tipos e intensidade de alguns spots.  A desnutrição protéica neonatal 

ocasionou déficit permanente de peso corporal até 90º dia de vida e, no animal adulto, provocou 

modificações nos perfis proteômicos das amostras de soro analisadas. Em decorrência da 

administração de uma dieta hipoprotéica durante período crítico de desenvolvimento, modificações 

no proteoma podem ser correlacionadas a alterações metabólicas que, potencialmente, estejam 

associadas ao desenvolvimento de patologias no indivíduo adulto.  

 

Palavras-chaves: Desnutrição neonatal; soro sanguíneo; perfil proteômico; eletroforese 

bidimensional; tecnologia lab-on-a-chip. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Stimuli acting during fetal and neonatal periods bring about physiologic and metabolic changes to 

individuals, phenomenon widely studied in Nutrition by means of nutritional manipulations.  For 

researches on biomolecular changes, the serum is considered a potential source of biomarkers. This 

study aimed to evaluate the effects of neonatal protein malnutrition on serum proteomic profile of 

adult rats. A total of 8 adult, male, Wistar rats was used and they were divided into 2 groups 

according to the diet received from the 1
st
 to 2

nd
 day of life (the lactation period): nourished (NG), 

consisting of pups whose mothers were fed with 17 % casein-diet and malnourished (MG) in which 

the mothers received  a 8 % casein-diet. During nutritional replacement period, from the weaning 

(22
nd

 day), pups were fed with a normoproteic diet. The animals were daily weighed during 

lactation and, later, in alternate days. In the adult life, from the 90 day, they were anesthetized and 

undergoing cardiac puncture for blood collection (4 mL). After clotting, the blood was centrifuged, 

the serum layer collected and stored at -20 °C. Aliquots were initially diluted (1:10) for 

monodimensional electrophoretic analysis through lab-on-a-chip technology using the Agilent 

Protein 80 and 230 kits. For bidimensional analysis, proteins that were present in 50 µL of serum 

were precipitated in acetone and solubilize in 200 µL of solution containing urea (7 M), thiourea (2 

M), CHAPS (2 %). 100 µL of this protein solution were reserved for the 1
st
 dimension (13 cm 

strips, pH 3-10). The 2
nd

 dimension was performed on polyacrylamide gels (10 %) that were stained 

with Coomassie Blue. The detected spots were analyzed using specific software. Student-t test and 

Mann-Whitney test were used for data analysis (p≤ 0.05). MG animals showed body weight values 

lower than the NG ones from the 5
th

 day of life (NG: 12.55 ± 3.35 g and MG: 10.41 ± 2.03 g, p = 

0.0262), condition that remained until day 90 (p <0.0007). Furthermore, in adulthood, MG animals 

had lower amounts of detected molecular weight ranges and increased 32.92 to 32.34 kDa protein 

concentration (NG: 6.3 ng/µL and MG: 7.45 ng/µL, p = 0.041) in monodimensional profile.  

Apparent changes in the types and intensities of some spots were observed in bidimensional 

analysis. Therefore, neonatal malnutrition caused permanent loss of body weights until the 90
th

 day 

of life, and in the adult animal, it caused changes in the proteomic profiles of the analyzed serum 

samples. In consequence of low protein diet intake during this critical period of development, 

changes in proteome may be correlated to metabolic changes potentially associated to the 

emergence of pathologies in adulthood.  

Keywords: Neonatal malnutrition; blood serum; proteomic profile; bidimensional electrophoresis; 

lab-on-a-chip technology. 
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As formas de má nutrição, resultantes de déficit ou excesso de nutrientes essenciais e de alto 

valor biológico, são consideradas um grave problema de saúde pública mundial. A desnutrição 

caracteriza-se pela falta de elementos nutricionais na dieta como, por exemplo, proteínas, 

carboidratos e micronutrientes. De acordo com a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO), 925 milhões de pessoas no mundo foram acometidas pela desnutrição 

energético-protéica em 2010, sendo 98 % residentes em países de economia emergente (FAO, 

2010). 

Muitos estudos têm relacionado processos de desenvolvimento que ocorrem durante estágios 

iniciais de vida com o estado de saúde na vida adulta do indivíduo, desde a época de Hipócrates, 

passando por Forsdahl em 1977 e Barker et al. nos anos 80. Este último foi o primeiro pesquisador 

a trabalhar o conceito de origens desenvolvimentistas da saúde e da doença, ao associar o baixo 

peso ao nascer com a ocorrência de doenças relacionadas à síndrome metabólica no adulto como 

hipertensão e diabetes tipo II. Dessa forma, a hipótese de Barker foi formulada para indicar que a 

ação de fatores ambientais, às quais o organismo foi submetido durante período fetal e pós-natal - 

os estágios iniciais de vida -possivelmente pode programar efeitos tardios sobre diferentes funções 

corporais. 

Neste contexto, o termo “programação metabólica” passou a ser bastante usado, nos últimos 

20 anos, para descrever o processo através do qual os fatores ambientais - tais como os nutricionais 

- atuantes em períodos críticos de desenvolvimento, como suposto por Barker, podem desencadear 

modificações permanentes na fisiologia e no metabolismo do organismo. A aplicação de 

ferramentas “ômicas” na área da Nutrição tem permitido estudar as alterações biomoleculares que 

ocorrem em resposta a fatores nutricionais. Dentre estas, a proteômica pode ser utilizada para 

obtenção do perfil de proteínas presentes numa amostra biológica, possibilitando o entendimento do 

estado fisiológico do indivíduo em determinado momento. 

Proteínas são consideradas moléculas biomarcadoras, que indicam alterações fisiológicas, 

podendo indicar a progressão e a predisposição do indivíduo a doenças. Diversas tecnologias têm 

sido usadas para descoberta de novos biomarcadores protéicos presentes em fluidos biológicos. O 

soro, por exemplo, é uma das fontes de biomarcadores mais estudadas, sendo constituído por 

proteínas clássicas (albumina, imunoglobulinas, proteínas de fase aguda) e não-clássicas ou 

transitórias (provenientes de lise celular ou secretadas), além de várias pequenas moléculas como 

sais, lipídeos, aminoácidos e açúcares. Em diversas situações, alterações na concentração dessas 

proteínas podem refletir o estado fisiológico de tecidos e órgãos.  

A eletroforese bidimensional (2-DE), embora tenha sido introduzida por Klose e O’ Farrel 

em 1975, ainda é considerada a técnica mais utilizada para separação, uma vez que permite a 

separação e a visualização de diversas proteínas presentes numa amostra ao mesmo tempo. A 
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combinação da espectrometria de massas – por exemplo, Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization - Time-of-Flight (MALDI-TOF-MS) - com a eletroforese bidimensional vem 

sendo rotineiramente empregada para análise de misturas complexas, proporcionando descoberta de 

novas proteínas ou a identificação das já conhecidas.  

Recentemente, um sistema de eletroforese baseada em chip foi desenvolvido para análise de 

proteínas, RNA e DNA. Esta tecnologia, denominada lab-on-a-chip, possui muitas vantagens em 

relação aos métodos tradicionalmente utilizados para análise de biomoléculas, integrando as etapas 

de preparação, separação, detecção e análise das amostras em apenas um microchip (Agilent 

Technologies). Para análise de proteínas, as vantagens de sua utilização são: ampla faixa de 

detecção de peso molecular (5 a 250 kDa), detecção de até quatro ordens de magnitude, mínino 

consumo de amostra – concentração de proteínas de  pg/µL a µg/µL – e resultados gerados 

eletronicamente, sob a forma de gel e de eletroferograma. 

 Tendo em vista a importância social e econômica do tema, este estudo objetivou avaliar os 

efeitos de um modelo de desnutrição protéica neonatal sobre o perfil de proteínas do soro sanguíneo 

de ratos adultos, através da aplicação de tecnologias de separação eletroforética, como lab-on-a-

chip e eletroforese bidimensional, e de espectrometria de massas por MALDI-TOF.  
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1 Desnutrição  

 

Desnutrição é um termo geral que indica a falta de alguns ou todos os elementos nutricionais 

necessários à saúde humana. De acordo com dados recentes da Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação (FAO), o número de pessoas desnutridas no mundo foi de 925 

milhões em 2010, maior do que o registrado antes da recente crise econômica de 2008-2009 (Figura 

1). Em países de economia emergente, as formas de má nutrição constituem um problema grave de 

saúde pública, reunindo 98 % de pessoas desnutridas no mundo (FAO, 2010; MEDLINE PLUS, 

2011).  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Número de pessoas desnutridas no mundo 1969 a 2010. Fonte: FAO, 2010. 

 

Entre os principais fatores responsáveis pela desnutrição em países emergentes, destacam-se 

a pobreza, instabilidade política e socioeconômica, condições sanitárias precárias, costumes 

alimentares e religiosos, hábitos de amamentação e eficácia dos programas voltados para nutrição. 

Apesar dos índices decrescentes, a desnutrição não se encontra erradicada na sociedade brasileira e 

ainda é considerada resultante de processos sociais de exploração, no qual o indivíduo submete-se a 

uma pauta dietética de baixo valor biológico (SCHAIBLE; KAUFMANN, 2007).  

Existem dois tipos básicos de desnutrição. A primeira e mais importante é a desnutrição 

energético-protéica que se caracteriza pela baixa ingestão de alimentos ricos em proteína e energia.  

É o tipo mais letal de desnutrição, sendo referida quando o problema da fome mundial é discutido.  

O segundo tipo refere-se à deficiência de micronutrientes, como vitaminas e minerais (WORLD 

HUNGER, 2010). 
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 1.1 Dieta utilizada no presente estudo 

 

  Em pesquisas que visam entender a função ou efeitos da presença/ausência de determinado 

nutriente na dieta, é necessário o conhecimento exato da composição da dieta utilizada. No presente 

estudo, que tem como objetivo avaliar efeitos da desnutrição protéica durante período neonatal em 

ratos foi utilizada a formulação da dieta desenvolvida pelo American Institute of Nutrition em 1993 

(AIN-93), designada como substituta da dieta AIN-76 (REEVES et al., 1993a) (Tabela 1). 

 A dieta AIN-76 foi reformulada para a AIN-93 devido a problemas que foram descobertos 

ao longo de anos através de pesquisas experimentais. A formulação da nova dieta obedeceu alguns 

critérios como maior disponibilidade e menor custo dos ingredientes, composição consistente e 

reproduzível e ampla possibilidade de aplicações. Além disso, essa nova dieta é comercializada em 

duas versões: AIN-93G utilizada para animais que estão nas fases de crescimento e reprodução e 

AIN-93M para manutenção do animal na vida adulta (REEVES, 1997). 

 

Tabela 1: Formulação da dieta AIN-93G para crescimento rápido de 

roedores quando a caseína é usada como fonte de proteína 

Ingrediente AIN-93G 

 g/Kg de dieta 

Amido 397,486 

Caseína (>85 % de proteína) 200,00 

Amido dextrinizado (90-94 % de tetrassacarídeos) 132,00 

Sacarose 100,00 

Óleo de soja (sem aditivos)  70,00 

Fibra 50,00 

Mix mineral (AIN-93G-Mix) 35,00 

Mix de vitaminas (AIN-93-VX) 10,00 

L-Cistina 3,00 

Bitartarato de colina 2,5 

tert-Butilhidroquinona (TBHQ), mg 14,00 

           Fonte: Reeves, 1997 (modificado). 
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1.2 Programação nutricional do desenvolvimento 

 

 O conceito de que a saúde na idade adulta pode ser influenciada por processos de 

desenvolvimento ocorridos em estágios iniciais de vida é conhecido desde a época de Hipócrates. 

Em 1977, Forsdahl descobriu uma correlação geográfica entre taxas de mortalidade por doenças 

cardíacas entre os anos 1964-1967 e taxas de mortalidade infantil registradas 70 anos antes. O autor 

sugeriu que o crescimento da criança em áreas carentes causaria “danos permanentes” devido, 

provavelmente, a déficits nutricionais que resultariam em “vulnerabilidade em longo prazo” para 

um estilo de vida adulto de hábitos alimentares afluentes (excesso de alimentos ricos em gorduras) 

(HANSON; GLUCKMAN, 2007; FALL, 2009).  

 Nos anos 80, David J.P. Barker foi o primeiro pesquisador a trabalhar o conceito de origens 

desenvolvimentistas da saúde e da doença, ao sugerir que a nutrição deficiente em estágios iniciais 

de vida aumenta a susceptibilidade aos efeitos de uma dieta afluente. Estes autores também 

correlacionaram, posteriormente, a ocorrência de acidentes cerebrovasculares na década de 1970 ao 

aumento da mortalidade infantil nas seis décadas anteriores durante 1911 a 1914. Os trabalhos de 

Barker e colaboradores, de maneira geral, associavam o baixo peso ao nascer com a ocorrência de 

doenças relacionadas à síndrome metabólica no adulto (BARKER; OSMOND, 1986a; BARKER; 

OSMOND, 1987; GHEORGHE et al., 2010; LIMA, 2011).  

 Estudos anteriores e muitos outros realizados até os dias atuais, baseados nos trabalhos de 

Barker e colaboradores, têm indicado que o baixo peso ao nascer não é determinado por variações 

genéticas, mas pelo ambiente prenatal. Além disso, o peso ao nascer e as taxas de crescimento nos 

dois ou três anos de vida são fortemente dependentes de influências ambientais e têm sido 

associados à ocorrência de hipertensão e diabetes tipo II no indivíduo adulto (DOVER, 2009). 

A hipótese de Barker, portanto, evidencia que a ação de fatores ambientais, às quais o 

organismo foi submetido durante período fetal e pós-natal - os estágios iniciais de vida -, podem 

programar efeitos tardios sobre diferentes funções corporais. Esta condição pode influenciar de 

forma considerável a suscetibilidade a doenças que acometem o indivíduo na vida adulta, como 

diabetes tipo II, depressão, doenças cardiovasculares, osteoporose entre outras (KAJANTIE, 2008).   

Nos últimos 20 anos, o termo programação (em inglês, programming) tem sido usado para 

descrever o processo através do qual a exposição a estímulos ambientais durante fases críticas do 

desenvolvimento desencadeia modificações permanentes na fisiologia e no metabolismo do 

organismo (LUCAS, 1991; LANGLEY-EVANS, 2009). Hipóteses atuais têm proposto que 

adaptações às condições maternas oferecidas ao filho influenciam a estrutura e função de órgãos e 
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tecidos (SWANSON et al., 2009). Acredita-se que este processo é decorrente da plasticidade 

presente em linhagens celulares durante os períodos críticos de desenvolvimento, que permitem a 

programação de sinais intracelulares, interações entre células e vias metabólicas (DOVER, 2009; 

LANGLEY-EVANS, 2009).  

Um dos primeiros estudos que evidenciou este processo foi realizado por Arai e Gorski em 

1968. Estes pesquisadores submeteram ratas, nos primeiros dias de vida, a tratamento com 

testosterona e perceberam que a função reprodutiva delas permaneceu alterada durante toda a vida 

adulta. Desta forma, perceberam que o contato com este hormônio numa fase crítica de 

desenvolvimento provocou remodelamento de regiões do hipotálamo que controlam o eixo 

reprodutivo e a formação do arquétipo feminino, resultando em efeitos androgênicos permanentes 

(ARAI; GORSKI, 1968).     

Em humanos, um exemplo interessante ocorrido na época da Segunda Guerra Mundial 

demonstrou que a interação com o ambiente durante período pós-natal pode causar mudanças 

fisiológicas permanentes. Militares japoneses observaram que indivíduos nascidos em lugares de 

temperaturas mais elevadas eram mais bem adaptados a viver nestas regiões, do que aqueles 

nascidos em climas frios que apresentaram mais dificuldades para lidar com o calor. Esta 

observação levou à descoberta de que, logo nos primeiros dias de vida, a temperatura do ambiente 

determina o número de glândulas sudoríparas do indivíduo, o qual não pode ser alterado ao longo 

da vida (LANGLEY-EVANS, 2009). 

A hipótese da programação é apoiada por vários estudos sobre programação nutricional em 

animais experimentais. Em ratos, a desnutrição protéica materna  durante período de gestação 

provoca hipertensão arterial, resistência à insulina, arquitetura e função hepática alteradas no animal 

adulto. Durante lactação, a restrição de proteína na dieta pode programar o indivíduo para o 

sobrepeso. Em ratas lactantes, a desnutrição está associada à deficiência na produção de leite 

causada por hipoprolactinemia (FALL, 2009; LIMA et al., 2011).  

 Em relação à suscetibilidade a doenças na vida adulta do indivíduo, esta pode ser decorrente 

da atuação de diversos fatores. Dentre estes, os mais estudados atualmente, causadores de mudanças 

fisiológicas, são toxinas (tabagismo), medicamentos (antidepressivos) e deficiências nutricionais 

(ácido fólico, proteínas entre outros) (SWANSON et al., 2009). A Figura 2 esquematiza como 

estímulos ambientais adversos provenientes da mãe são sinalizados para o feto e/ou para o infante. 

(LANGLEY-EVANS, 2009).  
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Figura 2: Origem fetal/neonatal de doenças que acometem o indivíduo adulto e respostas adaptativas para assegurar a 

sobrevivência imediata. Fonte: Langley-Evans, 2009 (modificada). 

 

A figura também destaca o papel central desempenhado pelo estado nutricional materno 

como um determinante do processo de programação. As condições prevalentes durante 

desenvolvimento fetal podem ser suficientemente severas provocando a morte do feto. 

Alternativamente, podem permitir que o feto lance mão de respostas adaptativas para assegurar sua 

sobrevivência imediata. Uma destas respostas pode ser um atraso no crescimento ou respostas 

específicas em órgãos e tecidos que modificarão a fisiologia, o metabolismo e a função dos mesmos 

(LANGLEY-EVANS, 2009).  

 Quando ocorrida nos primeiros anos de vida, a desnutrição pode gerar conseqüências 

severas para o organismo (BROWN; POLLITT, 1996), mas a intensidade dos efeitos depende do 

estágio de vida em que foi aplicada (WIDDOWSON; McCANCE, 1963 apud Alippi et al., 2002). 

A subnutrição durante período fetal ou neonatal determina se o crescimento do indivíduo ocorrerá 

apenas parcialmente ou não (CHOW; LEE, 1964; McCANCE; WIDDOWSON, 1962; WINICK et 

al., 1968; SASAKI et al., 1982 apud ALIPPI et al., 2002). De forma geral, os efeitos da desnutrição 

são mais intensos e permanentes quanto mais precocemente ocorrer a agressão e mais tarde for 

iniciada a reabilitação nutricional (GURMINI et al., 2005).  

 Em seres humanos, o período crítico de desenvolvimento tem início no último trimestre de 

gestação e dura até os primeiros três ou quatro anos de vida pós-natal (DOBBING, 1968). Em ratos, 

o período de lactação ou aleitamento, que constitui as primeiras três semanas de vida pós-natal, é 

uma fase em que os sistemas orgânicos do animal encontram-se altamente vulneráveis a estímulos 

hostis (DOBBING; SANDS, 1971; MORGANE et al., 1978; ROCHA-DE-MELO et al., 2006) e 
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muitos eventos relacionados ao período crítico de desenvolvimento podem ocorrer (BARROS et al., 

2006). 

Pesquisas recentes têm focado no estudo de como fatores atuantes em estágios iniciais de 

vida desempenham efeitos no indivíduo mesmo na ausência de sinais e sintomas evidentes para 

determinada doenças. Neste contexto, acredita-se que o desenvolvimento de doença no adulto é 

resultante de um longo período de processos patológicos precedentes (CAGAMPANG; POORE; 

HANSON, 2011).   

 

1.3 Interação gene-nutriente e desenvolvimento da Nutrigenômica 

  

 Com o término do sequenciamento do genoma humano, iniciaram-se novos estudos que se 

voltaram à elucidação das funções dos genes, bem como à caracterização de suas interações com 

fatores ambientais. Foi neste contexto que surgiu um novo conceito em nutrição, a nutrigenômica. 

Os estudos de nutrigenômica baseiam-se nas interações gene-nutriente, as quais podem ocorrer de 

duas formas distintas: 1ª) refere-se aos nutrientes e compostos dos alimentos que exercem 

influência sobre o funcionamento do genoma; 2ª) correspondem às variações no genoma que 

determinam a maneira pela qual o indivíduo responde à dieta (FIALHO; MORENO; ONG, 2008). 

 Nutrientes podem desempenhar efeitos moleculares que, dependendo de quais genes sejam 

afetados, serão benéficos ou não ao organismo. Nesse sentido, bastante interesse tem sido 

depositado na capacidade que os nutrientes têm de alterar a expressão, uma vez que podem atuar em 

diferentes alvos moleculares e modificar todas as etapas da expressão gênica (FIALHO; MORENO; 

ONG, 2008; KUSSMANN; RAYMOND; AFFOLTER, 2006). É sabido que processos epigenéticos 

– e.g., metilação de DNA e acetilação de histonas - estão envolvidos na diferenciação celular e que 

os epigenomas são estabelecidos em estágios iniciais do desenvolvimento, determinando a 

formação de tecidos e órgãos (SWANSON et al., 2009) (Figura 3).  
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Figura 3: Visão geral dos mecanismos epigenéticos de regulação gênica e seus efeitos sobre fenômenos biológicos. 

Fonte: Nakao, 2001 (modificada).  

 

Durante períodos embrionário, fetal e pós-natal, a desnutrição pode modificar 

irreversivelmente a metilação do DNA. Desta forma, mesmo um breve período de nutrição 

deficiente pode alterar a expressão gênica por um longo período, podendo comprometer a fisiologia 

normal e o metabolismo (LANGLEY-EVANS, 2009). Em um dos primeiros estudos acerca do 

tema, Waterland e Jirtle (2003) demonstraram que fatores nutricionais atuantes durante período 

fetal são capazes de alterar a expressão de genes. A pesquisa, utilizando camundongos, estudou o 

locus Avy cuja super-expressão determina a cor amarelada da pelagem.  

Os autores observaram que a super-expressão deste gene é devida à hipometilação de ilhas 

CpG, porém quando foram alimentados com ácido fólico, vitamina B12 e outros nutrientes, a taxa 

de metilação aumentou na ninhada. Este acontecimento resultou em maior quantidade de 

camundongos com pelagem de cor intermediária nascidos de mães que se alimentaram dos 

respectivos nutrientes (WATERLAND; JIRTLE, 2003).   

Atualmente, diversas pesquisas têm relatado mudanças na expressão gênica devido a 

agressões nutricionais ocorridas nos períodos prenatal e pós-natal. Por exemplo, é sabido que a 

expressão gênica do receptor AT2 da angiotensina 2 é modificada em consequência da alimentação 

do feto com dieta hipoprotéica (McMULLEN; GARDNER; LANGLEY-EVANS, 2004). Estudos 

de microarray têm mostrado alterações na expressão de 102 genes hipotalâmicos e 36 renais devido 

à restrição protéica na dieta ofertada durante períodos críticos de desenvolvimento (LANGLEY-

EVANS et al. 2005). 

 O surgimento da nutrigenômica, portanto, foi favorecido pelo desenvolvimento e aplicação 

de ferramentas de genômica funcional na área da nutrição, destacando-se a transcritômica, a 

proteômica e a metabolômica (Figura 4). Estas ferramentas estudam, respectivamente, o conjunto 
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de transcritos, proteínas e metabólitos que sofrem alterações constantes, em resposta a diferentes 

fatores ambientais, incluindo a alimentação. Uma maneira de se observar mudanças na expressão 

gênica é através da obtenção do perfil proteômico, ou seja, do proteoma, de uma amostra biológica 

específica (FIALHO; MORENO; ONG, 2008).   

   

 

Figura 4: Ferramentas ômicas na nutrição e saúde. Genômica, proteômica e metabolômica integradas na Ciência da 

Nutrição e na promoção de saúde. Fonte: Fialho; Moreno; Ong, 2008. 

 

2 Aplicação de técnicas proteômicas para análise de biomarcadores 

 

A análise proteômica - identificação do conteúdo completo de proteínas de um tecido ou de 

uma preparação celular em determinado momento fisiológico - requer métodos confiáveis para a 

identificação de proteínas e de suas modificações. Desta forma, tem se tornado uma ferramenta 

indispensável para a realização de pesquisas biomédicas. Devido à sua alta sensibilidade e 

especificidade, constitui o método mais escolhido para identificação de proteínas e peptídeos 

presentes em amostras biológicas de diversas origens (MELEADY et al., 2008).  

 

2.1 Biomarcadores e o soro sanguíneo 

 

Um biomarcador pode ser definido como uma molécula que indica uma alteração 

fisiológica, podendo fornecer evidências sobre susceptibilidade genética, progressão e 

predisposição a doenças, assim como resposta a medicamentos. Dessa forma, podem fornecer 

informações valiosas sobre diagnóstico e prognóstico de doenças, o que pode facilitar a medicina 

personalizada (ARDEKANI et al., 2002; CARTER et al., 2002; BISCHOFF et al., 2004).  

Nos últimos anos, muitas tecnologias têm sido usadas para descoberta de genes e proteínas 

que funcionem como novos biomarcadores (KOHNA et al., 2007). Atualmente, bastante atenção 

tem sido destinada aos fluidos biológicos como novas fontes de biomarcadores. Os mais 

comumente usados são os fluidos cérebro-espinhal, a urina e o sangue (soro e plasma) (GOOD et 
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al., 2007). Além da facilidade de obtenção e utilização de amostras provenientes do sangue em 

análises bioquímicas, variações protéicas no soro têm sido associadas a diferentes condições 

fisiológicas e patológicas (HAYNES et al., 1998; ZHONG; TAYLOR; WHITTINGTON, 2010). 

Alterações na concentração de proteínas séricas podem refletir o estado fisiológico de 

tecidos em diversas situações, como doenças, infecções, desnutrição, entre outras (BURTIS; 

ASHWOOD; BRUNS, 2008). A correlação destas mudanças com o que está ocorrendo nas células 

e tecidos poderia indicar alvos protéicos úteis para o diagnóstico de doenças e monitoramento de 

seu tratamento (JACOBS et al., 2005).  

O soro é derivado do plasma e não contém fatores de coagulação. Possui cerca de 60-80 mg 

de proteínas/mL, incluindo combinações residuais e potencialmente detectáveis de todos os sub-

proteomas do corpo, além de várias pequenas moléculas como sais, lipídeos, aminoácidos e 

açúcares (ADKINS et al., 2002; JACOBS et al., 2005). Os principais constituintes protéicos 

incluem albumina, imunoglobulinas, transferrina, haptoglobina e lipoproteínas. Cerca de 10.000 

proteínas estão comumente presentes no soro, porém a maioria delas encontra-se em concentrações 

relativamente baixas (ADKINS et al., 2002).  

O proteoma do plasma/soro pode ser dividido em duas principais categorias: 1) inclui as 

proteínas consideradas “clássicas” cuja função depende de sua presença no plasma e 2) proteínas 

transtórias, provenientes de lise de células ou secretadas cuja função não está diretamente atrelada a 

sua presença no plasma, o qual é utilizado como uma via de circulação/transporte (JACOBS et al., 

2005). A Figura 5 mostra o perfil global de constituição protéica do plasma/soro. 
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Figura 5: Constituição protéica global do plasma/soro de humanos. Fonte: Jacobs et al., 2005 (modificada). 

 

Proteínas de alta abundância – dentre as quais encontram-se as proteínas de fase aguda 

(GRUYS et al., 2005) - estão classificadas na categoria “clássica”. Estas proteínas são muito bem 

caracterizadas e muitas têm sido utilizadas como indicadoras de diagnóstico de várias condições 

e/ou doenças, por exemplo: Apo B100 como marcador de níveis de LDL, ferritina e trasnferrina 

como indicadores de deficiência de ferro e anemia e níveis elevados de mioglobina para diagnóstico 

de infarto do miocárdio (RIDKER, 2000; JACOBS et al., 2005).   

 Proteínas de fase aguda são produzidas pelo fígado em resposta a processos de inflamação. 

De acordo com alterações em suas concentrações, são classificadas como positivas – quando há 

aumento - e negativas – quando há diminuição de concentração (Tabela 2). Dentre elas, a albumina 

é a proteína de maior abundância no soro de humanos. Desempenha a função de transporte e se liga 

a uma grande variedade de compostos incluindo hormônios, lipoproteínas e aminoácidos (BURTIS; 

ASHWOOD, 2001).  
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Tabela 2: Proteínas séricas de fase aguda negativas e positivas encontradas em humanos. 
PROTEÍNA MEIA-VIDA FUNÇÃO COMENTÁRIOS 

Proteína Ligadora 

de Retinol (PLR) 

12 horas Transporte de vitamina A Reduzida após disfunção 

hepatocelular; reduzida com dano 

tecidual extenso 

Pré-Albumina 48 horas Transporte de hormônios da tireóide e 

vitamina A (complexada com a PLR) 

Reduzida após disfunção 

hepatocelular; reduzida com dano 

tecidual extenso 

Albumina 15-19 horas Manutenção da pressão osmótica; 

transporte de hormônios, ácidos graxos, 

drogas, bilirrubina, íons metálicos, 

fosfolipídeos 

Aumenta na desidratação. Diminui 

na inflamação, doenças renais, 

hepáticas, má nutrição e edemas. 

α1-Antitripsina 4 dias Inibidor de protease (especialmente 

elastase) 

Aumenta em casos de inflamação 

aguda 

α1-Glicoproteína 

Ácida 

5 dias Função obscura; liga-se a drogas e 

hormônios 

Aumenta principalmente na 

inflamação gastrointestinal. 

Haptoglobina 2 dias Liga-se à hemoglobina para preservação 

de ferro 

Diminui em caso de hemólise. 

Aumenta com infecções, 
queimaduras. 

 α2-

Macroglobulina 

5 dias Inibidor de enzimas proteolíticas em 

geral 

Responde lentamente à inflamação. 

Ceruloplasmina 4-5 dias Oxidante-antioxidante, transporte de 

cobre 

Aumenta na inflamação e necrose 

tecidual. 

Transferrina 7 dias Transporte de ferro Aumenta quando as reservas de 

ferro estão reduzidas. Reduzidas 

em condições de perda protéica e 

inflamação. 

Fator de 

Complemento 3 

(C3) 

2 dias Fator do sistema de complemento (ação 

inflamatória, eliminação de antígenos) 

Respondem tardiamente à 

inflamação. 

Fator de 

Complemento 4 

(C4) 

2 dias Fator do sistema de complemento (ação 

inflamatória, eliminação de antígenos) 

Respondem tardiamente à 

inflamação. 

Proteína C Reativa 

(PCR) 

13-16 horas Defesa não-específica de agentes 

infecciosos; remoção de restos celulares 

Respondem rapidamente à 

inflamação. 

Fonte: Burtis; Ashwood; Bruns, 2008; Lazarim, 2009. 
 

Imunoglobulinas também constituem proteínas abundantes no soro, possuem a função 

imunológica, reconhecendo antígenos no sangue e iniciando sua destruição pelo sistema de defesa. 

Para reconhecer a enorme variedade de antígenos presentes no sangue, as imunoglobulinas contêm 

regiões variáveis que são fontes de sequências peptídicas randomizadas (ADKINS et al., 2002; 

ANDERSON; ANDERSON, 2002).  Existem 5 isoformas de imunoglobulinas denominadas A, D, 

E, G e M com função e concentrações distintas, como mostrado no Tabela 3. 

 
Tabela 3: Isoformas de imunoglobulinas. 

Imunoglobulina Função Concentração  

(em relação ao total de imunoglobulinas) 

A Neutraliza vírus, enzimas e toxinas e ativa sistema 

de complemento 

10 - 15 % 

D Receptor de superfície para o antígeno 1 % 

E Ativa reação alérgica Traços 

G Principal anticorpo. Neutraliza vírus, bactérias e 

fungos. 

70 - 75 % 

M Ativa o sistema de complemento e macrófagos 5 - 10 % 

Fonte: Burtis; Ashwood; Bruns, 2008; Lazarim, 2009. 



 

16 
 

A segunda classe de proteínas é a maior e a partir da qual se originam as mais novas 

identificações proteômicas. Estão incluídos os hormônios, ligantes de receptores e citocinas que 

utilizam o plasma para transporte, localização e mediação de respostas celulares.  Outras originam-

se da lise celular devido a danos ou injúrias. Devido ao fluxo existente entre o fluido intersticial e o 

plasma circulante, também podem ser encontradas proteínas extracelulares, secretadas localmente e 

de membrana. Proteínas celulares localizadas exclusivamente no tecido vascular e nos componentes 

celulares circulantes do sangue - eritrócitos, linfócitos, monócitos, plaquetas etc. - podem estar 

presentes no soro (SCHWEITZER et al., 2002). Adkins et al., em 2002, identificou várias destas 

proteínas no soro de humanos (Tabela 4). 

 
Tabela 4: Proteínas “não-clássicas” presentes no soro de humanos. 

Enzimas 

Proteína antioxidante 1, arginosuccinase, hexoquinase 3, hidrolase de 

folato 1, nicotinamida nucleotídeo transidrogenase, fosfodiesterase 

5A, fosfoglicerato quinase 1, triacilglicerol lipase, metilmalonil 

coenzima A mutase, tioredoxina-peróxido dependente redutase 

Citocinas e hormônios 

Fator natriurético atrial, hormônio de crescimento humano, 

interleucina 12a, interferon (proteína 27 α-induzível), fator de 
crescimento de fibroblasto-12, antígeno próstata-específico, fator de 

crescimento/diferenciação 5 

Peptídeos derivados de proteínas 

canais e receptores 

Receptor de quimocina 1 (CX3C), receptor acoplado a proteína G 1, 

receptor do ácido  y-aminobutírico B, receptor de prostaglandina 

(subtipo EP3), família de carreadores de soluto 5, receptor do fator de 

necrose tumoral, receptor para interleucina 2, integrina α (4, 8 e E) 

Outras proteínas (estruturais, 

nucleares, etc.) 

Queratina (1, 2 e 9), proteína associada a microtubo, sintaxina, 

elastina, quinase 5 MAP/ERK, colágenos (IV e XI), receptor do fator 

de crescimento de epiderme 

Fonte: Adkins et al., 2002 (modificada). 

 

Em estudo realizado com ratos, Gianazza e colaboradores (1998) encontraram 34 proteínas 

homólogas as de humanos. Haynes et al. (1998) identificaram 56 spots principais correspondentes a 

22 proteínas no padrão de eletroforese bidimensional de ratos machos adultos. Os autores também 

descreveram diferenças entre amostras de soro de ratos e humanos no que diz respeito à abundância 

relativa de proteínas individuais e à variação de parâmetros moleculares para proteínas homólogas.  

 

2.2 Análise proteômica 

 

Uma das técnicas utilizadas em análises proteômicas é a eletroforese bidimensional (2-DE), 

a qual permite separação e visualização de diversas proteínas ao mesmo tempo (ROHNER; 

STAAB; STOECKLI, 2005). Embora tenha sido introduzida por Klose e O’ Farrel em 1975, a 2-

DE ainda é considerada a técnica mais utilizada para separação de proteínas. Dessa forma, constitui 

uma ferramenta poderosa para separação de proteínas provenientes de misturas complexas, como 

células, tecidos e outras amostras biológicas. Tem sido um método crítico para o desenvolvimento 
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dos conhecimentos existentes atualmente sobre a complexidade e variedade de proteínas de células 

e fluidos biológicos (ADKINS et al., 2002; KOSSOWSKA et al., 2009). 

  Esta técnica permite a separação de proteínas combinando-se duas técnicas diferentes que 

constituem: 1) primeira dimensão ou focalização isoelétrica e 2) segunda dimensão ou eletroforese 

em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). A focalização isoelétrica é o método que separa 

proteínas de acordo com seus pontos isoelétricos (pI) – i.e., valor específico de pH no qual a carga 

líquida da proteína é igual a zero. Proteínas apresentam-se positivamente carregadas quando o pH 

do meio é menor do que o pI e negativamente carregadas quando em pH acima dos valores de pI 

(GE HEALTHCARE, 2004).  

A segunda dimensão consiste em um método eletroforético que separa polipeptídeos de 

acordo com o peso molecular (molecular weights, MW). O SDS (dodecil sulfato de sódio) é um 

detergente aniônico que se liga à proteína, formando um complexo negativamente carregado. Uma 

vez as proteínas submetidas à ação de um agente redutor (por exemplo, ditiotreitol - DTT), 

previamente à formação do complexo, a separação no gel de poliacrilamida dependerá largamente 

do peso molecular do polipeptídeo. Dessa forma, quanto maior o MW de uma proteína, menor será 

a distância de migração no gel (GE HEALTHCARE, 2004).   

Desde seu surgimento na década de 70, a técnica de 2-DE tem sofrido diversos avanços que 

possibilitaram melhor resolução e reprodutibilidade dos géis (LIEBOLD; GRAACK; POHL, 2006). 

Por exemplo, a utilização de corantes fluorescentes neste tipo de método tem crescido bastante após 

o desenvolvimento da técnica de eletroforese bidimensional diferencial (Two-dimensional 

differential gel electrophoresis – 2D DIGE). Esta aplicação inovadora da 2-DE permite o 

processamento e comparação de três amostras em um único gel através da marcação das proteínas 

com três diferentes fluoróforos (Cy2, Cy3 e Cy5), aumentando a reprodutibilidade dos 

experimentos (CHROMY et al., 2004; MARCUS et al., 2009).  

A combinação da espectrometria de massas com outras metodologias de separação, como 

eletroforese 2-D ou cromatografia líquida, vem sendo utilizada rotineiramente para investigar 

misturas complexas de proteínas após sua extração (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001; 

JAMESDANIEL; SALVI; COLING, 2009), proporcionando a identificação de proteínas já 

conhecidas ou a descoberta de novas biomoléculas. Por conta disso, esta combinação de técnicas 

tem se tornado um padrão para análise e identificação de proteínas de amostras de tecidos, de 

cultura de células, entre outras (BONK; HUMENY, 2001), apesar de, inevitavelmente, as 

informações sobre a localização espacial destes componentes no tecido serem perdidas nesta 

abordagem (MINERVA et al., 2008). 

A Espectrometria de Massas por Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz - 

Tempo-de-Vôo (em inglês MALDI-TOF-MS, Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - Time-



 

18 
 

of-Flight Mass Spectrometry) vem sendo amplamente utilizada para o esclarecimento de questões 

bioquímicas e moleculares relacionadas a sistemas biológicos. A utilização desta metodologia é 

bastante ampla, abrangendo desde estudos genômicos às análises químicas e estruturais de proteínas 

(BONK; HUMENY, 2001). Utilizando o tempo-de-vôo, polímeros com alto peso molecular (além 

de 1 MDa) podem ser analisados (NIELEN, 1999; AUBRY et al., 2010). 

Em um espectrômetro de massas – aparelho utilizado para medir a massa de átomos e 

moléculas – o analito percorre as três divisões básicas do aparelho, são elas o ionizador, o 

analisador e o detector. Na técnica de MALDI, por exemplo, o ionizador consiste em um feixe de 

laser que vai transferir sua energia às moléculas embebidas em matriz de ácidos orgânicos fracos, 

transformando o complexo molécula+matriz em gás ionizado. A composição da matriz interfere na 

ionização do complexo, facilita a desorção e previne a decomposição dos analitos. Após ionização e 

desorção, as moléculas serão analisadas pelo tempo de vôo. Por terem adquirido carga pós-

ionização, são aceleradas em um campo elétrico e ganham uma energia cinética específica. As 

moléculas ionizadas “voam” por um tubo analítico, podendo-se, dessa forma, determinar com 

precisão a massa da molécula através da relação entre o tamanho do tubo e o tempo necessário para 

percorrê-lo. Por último, o detector capta os dados analisados, transferindo-os para o programa 

computacional do aparelho (Figura 6) (BONK; HUMENY, 2001; SOUZA, 2008). 

 

 

 

Figura 6: A) Princípio de Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz. B) Esquema de um espectrômetro de 

massas por MALDI-TOF. (Modificada de Bonk & Humeny, 2001). 
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Entre as técnicas analíticas atuais utilizadas na caracterização de polímeros sintéticos, a 

espectrometria de massas é de importância crescente (SMITH et al., 1997). Métodos 

tradicionalmente considerados “clássicos”, como a cromatografia e a espectrometria de massas 

acoplada à eletroforese em gel de poliacrilamida, demonstram fortes restrições que limitam sua 

aplicação em análises bioquímicas modernas. Dentre essas restrições, merecem destaque: a) alta 

margem de erro que compromete a acurácia da técnica na determinação das massas; b) insuficiência 

ou ineficiência na separação de moléculas com propriedades similares (por exemplo, as 

isoenzimas); e c) trabalho exaustivo com alto consumo de tempo (BONK; HUMENY, 2001). Além 

de não possuir tais limitações, a espectrometria de massas por MALDI-TOF permite a obtenção, 

com simplicidade, de um espectro de massas sem muitas fragmentações, sendo ideal para análise de 

proteínas e peptídeos (NIELEN, 1999).   

O método de identificação de proteínas por peptide mass fingerprinting (PMF) baseia-se na 

utilização uma mistura de peptídeos resultantes da digestão de uma proteína por enzima proteolítica 

(por exemplo, a tripsina). A digestão proteolítica é altamente específica, característica que 

possibilita a obtenção de um espectro de massa (em m/z) distinto para diferentes proteínas, sendo 

frequentemente possível identificar a proteína de interesse a partir desta informação (QUADRONI; 

JAMES, 2001). Para identificação da proteína a partir da espectrometria de massas, comparam-se os 

resultados obtidos com bancos de dados (por exemplo, SwissProt e NCBInr) utilizando softwares 

de busca, como o Mascot  (www.matrixscience.com) (PERKINS et al., 1999). 

Um exemplo de aplicação da técnica de MALDI-TOF-MS para análise proteômica de 

células-tronco, pode ser observado no trabalho realizado por Çelebi e Elçin (2009), no qual foram 

gerados mapas proteômicos das células-tronco mesenquimais de medula óssea indiferenciadas e 

submetidas a subcultivos. Dos quase 1000 spots detectados no gel de eletroforese 2-D, 106 foram 

selecionados e identificados por MALDI-TOF-MS. Alguns trabalhos têm empregado a análise 

proteômica de biomarcadores para obtenção de espectros de massas únicos que possibilitem a 

identificação de vírus e microrganismos, tais como bactérias, fungos e protistas em nível de espécie 

e subspécie (MOURA et al., 2008).  

 Tal abordagem metodológica também tem sido utilizada para analisar a composição protéica 

de amostras biológicas complexas provenientes de fluidos corporais (soro, plasma ou urina, por 

exemplo), de tecidos e de células (lisados celulares) e seus compartimentos (MARKLEIN et al., 

2009; BAKRY et al., 2011). 

Recentemente, Maltan et al. (2009) utilizaram essa metodologia para determinação do perfil 

proteômico de biomarcadores em linhagem de células-tronco de carcinoma embrionário 

(TERA2.cl.SP12) indiferenciadas e submetidas,  após sete dias de diferenciação, a diferentes 

tratamentos com ácido retinóico e seus análogos sintéticos. Os lisados celulares correspondentes a 



 

20 
 

cada amostra foram analisados e, como resultado, os autores obtiveram perfis proteômicos 

semelhantes aos observados em trabalhos anteriores, relacionados aos efeitos destes compostos 

sobre o processo de diferenciação da referida linhagem celular.  

Apesar da importância incontestável da 2-DE para o desenvolvimento da proteômica, 

existem algumas desvantagens da técnica no que diz respeito a sua aplicação para busca de 

biomarcadores. A análise do soro sanguíneo, por exemplo, requer remoção ou separação das 

proteínas abundantes na amostra (concentração maior que mg/mL), pois sua presença interfere na 

identificação e quantificação de proteínas menos abundantes (concentração menor que ng/mL). 

Todavia, a depleção destas proteínas – como albumina e IgG – também remove outras que são 

potencialmente úteis como biomarcadores (por exemplo, proteína C-reativa, osteopontina entre 

outras) que estão presentes em concentrações na ordem de 7 a 8 vezes menor do que as mais 

abundantes no soro (GEORGIOU; RICE; BAKER, 2001; ADKINS et al., 2002).   

 Devido a isso, os limites de detecção dos métodos tradicionalmente utilizados em análises 

proteômicas tornam-se, muitas vezes, inadequados para permitir a detecção de proteínas pouco 

abundantes em amostras de soro. A determinação de mudanças nas concentrações, relativas ou 

absolutas, das proteínas é fundamental para descoberta de biomarcadores válidos (ADKINS et al., 

2002).   

Recentemente, um sistema de eletroforese baseada em chip foi desenvolvido para análise de 

proteínas, RNA e DNA (PENG et al., 2008). Esta tecnologia, denominada lab-on-a-chip, possui 

muitas vantagens em relação aos métodos tradicionalmente utilizados para análise de biomoléculas, 

integrando as etapas de preparação, separação, detecção e análise das amostras em apenas um 

microchip. Para proteínas, as vantagens de sua utilização são: ampla faixa de detecção de peso 

molecular (5 a 250 kDa), detecção de até quatro ordens de magnitude, mínino consumo de amostra 

– concentração de proteínas de  pg/µL a µg/µL – e resultados gerados eletronicamente, sob a forma 

de gel e de eletroferograma (Figuras 7A e 7B). As amostras podem ser analisadas por três diferentes 

kits, listados na Tabela 5. 
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Figura 7: Formas de visualização dos resultados obtidos no Bioanalyzer 2100 após separação eletroforética de 

proteínas: A) Resultado da corrida de 10 amostras em formato de gel; B) Resultado da corrida de uma das amostras em 

formato de eletroferograma. 

 

Tabela 5: Características da eletroforese realizada pelo sistema lab-on-chip utilizando três diferentes ensaios para 

análise de proteínas (Agilent Technologies). 
 

  Características 

  Faixa de peso 

molecular 

(MW) 

Precisão de 

dimensionamento 

Tempo de 

preparação da 

amostra 

Tempo de 

corrida 

Resolução 

E
n

sa
io

s*
 

Kit 80 5-80 kDa  

<3 % 

~10 min/10 amostras  

~30 min 

<10 % para proteínas 

de pesos moleculares 

maiores 
Kit 230 14-230 kDa 

Kit 250 10-250 kDa ~45min/10amostras 

* Kits para detecção de proteínas nas faixas de MW indicadas. 

Fonte: Agilent Technologies. 
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1 Geral  
 

 Analisar o perfil proteômico do soro sanguíneo de ratos adultos submetidos à desnutrição 

neonatal.  

 

2 Específicos 

 

 Para animais do grupo nutrido e desnutrido: 

 

 Avaliar a evolução ponderal como indicador da eficácia do modelo de desnutrição neonatal; 

 Obter o perfil proteômico monodimensional do soro sanguíneo; 

 Obter o perfil proteômico bidimensional do soro sanguíneo; 

 Determinar os espectros de massa de proteínas do soro.  
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Abstract 

 

During neonatal period some environmental factors are responsible for the development of 

metabolic diseases in the adult animal. In order to evaluate the effects of neonatal protein 

malnutrition (NPM), this study aimed to obtain the blood serum proteomic profile of adult rats 

submitted to NPM. A total of 8 adult, male, Wistar rats were divided into 2 groups according to the 

diet received during the lactation period: nourished (NG) and malnourished (MG), consisting of 

pups whose mothers were fed with 17 % and  8 % casein-diet, respectively. Proteomic profile was 

assessed when the animal reached adulthood. Monodimensional electrophoresis was carried out by 

lab-on-a-chip technology using the Agilent Protein 80 and 230 kits and bidimensional 

electrophoresis analysis, occurred at  1
st
 (pH 3-10) and 2

nd
 dimensions (10 % polyacrylamide 

gels). MG animals showed body weight values lower than the NG ones from the 5
th

 day of life and 

it remained until adulthood. Adult MD rats had lower amounts of molecular weight ranges detected 

in monodimensional profile and increased protein concentrations in the range 32.92 - 32.34 kDa.  

Apparent changes in the types and intensities of some spots were observed in bidimensional 

analysis. Therefore, NPM caused permanent loss of animal body weights and changes in the serum 

proteomic profiles of adult rats. These changes can be correlated to the development of metabolic 

diseases, although later studies are indispensable for the identification of such target proteins.  
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1. Introdução 

 

As formas de má nutrição, resultantes de déficit ou excesso de nutrientes essenciais e de alto 

valor biológico, são consideradas um grave problema de saúde pública mundial. Dentre elas, a 

desnutrição caracteriza-se pela falta de elementos nutricionais na dieta como, por exemplo, 

proteínas, carboidratos e micronutrientes. De acordo com a Organização das Nações Unidas para 

Agricultura e Alimentação (FAO), 925 milhões de pessoas no mundo foram acometidas pela 

desnutrição energético-protéica em 2010, sendo 98 % residentes em países de economia emergente 

[1]. 

Evidências têm relatado que estímulos ambientais, durante o início da vida, podem ter 

um impacto fundamental no desenvolvimento, estrutura, função e tempo de vida de humanos e 

modelos animais [2]. Estudos epidemiológicos demonstram que a regulação individual do genoma, 

durante os períodos pré-natal e neonatal, pode ser amplamente modificada pelo ambiente 

nutricional (quantidade e composição de nutrientes) [3]. 

Quando  estímulos ambientais agem durante fases críticas do desenvolvimento do indivíduo 

– durante crescimento intra-uterino ou vida pós-natal- são desencadeadas mudanças permanentes na 

fisiologia e no metabolismo do organismo [4]. Este fenômeno é denominado de 

programação metabólica [5]. Barker e colaboradores, na década de 80, foram os primeiros a sugerir 

que a nutrição a qual o indivíduo é submetido em fases críticas de desenvolvimento pode programar 

efeitos tardios sobre diferentes funções corporais. Esta condição pode influenciar de forma 

considerável a suscetibilidade a doenças que acometem o indivíduo na vida adulta, como diabetes 

tipo II, depressão, doenças cardiovasculares, osteoporose entre outras [2].  

Apesar dos processos que conduzem a este desenvolvimento desordenado não estarem 

totalmente elucidados, sugere-se que a programação é um produto de expressão de genes chaves e 

de modificações epigenéticas, tais como a metilação do DNA ou acetilação das histonas [6,7]. 
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Variações na expressão gênica podem ser observadas através do estudo do perfil  proteômico de 

uma amostra biológica. A proteômica tem sido descrita como uma importante ferramenta para o 

estudo da expressão diferencial de proteínas, sua função, interações moleculares e estrutura, sendo 

de grande relevância para a descoberta de moléculas biomarcadoras [8,9]. O 

biomarcador é uma biomolécula cuja concentração ou característica físico-química indicam 

alterações fisiológicas, sendo útil para retratar estados de doença, infecção ou desnutrição [10]. A 

correlação destas mudanças com o que está ocorrendo nas células e tecidos pode indicar alvos 

protéicos úteis para o diagnóstico de doenças e monitoramento de seu tratamento [11]. 

Nos últimos anos, várias tecnologias têm sido usadas para a descoberta de genes e proteínas 

que funcionem como novos biomarcadores [9], sendo os fluidos biológicos, tais como o soro 

sanguíneo, as principais fontes de novos biomarcadores [12]. O soro é constituído por combinações 

residuais e potencialmente detectáveis de todos os sub-proteomas do corpo, além de várias 

pequenas moléculas como sais, lipídeos, aminoácidos e açúcares [11,13]. Os principais constituintes 

protéicos incluem albumina, imunoglobulinas, transferrina, haptoglobina e lipoproteínas. Cerca de 

10.000 proteínas estão comumente presentes, porém a maioria delas encontra-se em concentrações 

relativamente baixas [13]. Nas ultimas décadas, a combinação de técnicas proteômicas, como a 

eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas, tem contribuído essencialmente para a 

descoberta de novas proteínas biomarcadoras. Recentemente, um sistema de eletroforese baseando 

em microchip foi desenvolvido para a análise de ácidos nucléicos e proteínas. Essa 

tecnologia denominada de  lab-on-a-chip apresenta vantagens em relação a outros sistemas 

eletroforéticos, tais como utilização de pequeno volume da amostra, reduzido tempo de análise, 

maior qualidade de resultados e redução do custo do procedimento [14,15]. 

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil das proteínas séricas  

de ratos adultos submetidos à desnutrição neonatal, para a busca de possíveis biomarcadores que 

possam ser correlacionados com um possível desenvolvimento de patologias metabólicas no 

indivíduo adulto.   
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2. Métodos 

2.1 Local do estudo 

 

 Esta pesquisa foi realizada nos setores de Microbiologia Clínica, Bioquímica e Biologia 

Molecular do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE).  

 

2.2 Considerações bioéticas  

 

Este estudo seguiu as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), sendo iniciado após aprovação pela Comissão de Ética em Experimentação Animal do 

Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, sob o número de processo 

23076.005556/2009-51. 

 

2.3 Cuidado e manutenção dos animais em biotério 

 

 Foram utilizados 8 ratos machos adultos, albinos, da linhagem Wistar, provenientes da 

colônia de criação do Departamento de Nutrição da UFPE. Os animais foram mantidos no biotério 

do LIKA, em gaiolas de propileno, translúcidas, com 18 cm de altura, a uma temperatura de 22 ± 2 

o
C (60 % de umidade relativa do ar), em ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas e tiveram livre acesso 

à água e à ração.  

 

2.4 Divisão dos grupos  

 

 Os animais, provenientes do biotério do Departamento de Nutrição – UFPE, foram obtidos 

ainda recém-nacidos e divididos em dois grupos, totalizando 4 animais por grupo: Grupo Nutrido 



 

37 
 

(GN) constituído por filhotes que foram amamentados por mães submetidas à dieta normoprotéica 

(17 % de caseína, AIN-93G) (Rhoster®) durante o período de lactação, e o Grupo Desnutrido (GD) 

formado por filhotes cujas mães receberam dieta hipoprotéica (8 % de caseína, AIN-93G) durante o 

mesmo período. No período de reposição nutricional, a partir do 22° dia, os animais de ambos os 

grupos foram separados de suas mães e passaram a receber dieta padrão do biotério, normoprotéica 

(LABINA - Purina®). 

 

2.5 Acompanhamento da evolução ponderal 

  

 Durante período de aleitamento, do 1º ao 21º dia de vida, os animais foram pesados 

diariamente, objetivando-se acompanhar a evolução ponderal durante a manipulação nutricional. A 

partir do 22° dia de vida até o 90º dia - período pós-desmame -, o peso corporal dos animais foi 

obtido em dias alternados, tendo como finalidade o acompanhamento do crescimento somático 

durante período de reposição nutricional. As pesagens foram realizadas em balança eletrônica 

digital (sensibilidade de 0,01 g e capacidade para 1000 g). 

 

2.6 Coleta do sangue e separação do soro 

 

Após anestesia com combinação de cloridratos de xilazina (23 µg/mL) e ketamina (116 

µg/mL) na dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso do animal, foi realizada toracotomia (Figura 8), 

posicionando-se o animal em decúbito dorsal sobre superfície plana e estéril e foi realizada a anti-

sepsia da região torácica. Exposto o coração, cerca de 3 - 4 mL de sangue foram aspirados por 

punção cardíaca, utilizando-se seringa de 5 mL e agulha 0,70x25 22G1 (BD Biosciences).  

Depois de desacoplar a agulha da extremidade da seringa, o volume sanguíneo coletado foi 

imediatamente transferido para tubo cônico de 15 mL, delicadamente, para evitar hemólise. Deixou-

se coagular o sangue à temperatura ambiente por cerca de 15 a 30 minutos e, em seguida, foi 
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centrifugado a 1.680 g durante 10 min. A camada de soro separada (aproximadamente, 1,5 mL) foi 

completamente aspirada e transferida para tubos de 1,5 mL. Todas as amostras foram 

acondicionadas a -20 °C. 

 

2.7 Eletroforese das proteínas pela tecnologia lab-on-a-chip 

 

A tecnologia lab-on-a-chip foi utilizada neste trabalho para obter a separação eletroforética 

das proteínas presentes nos soros dos animais nutridos e desnutridos. Como o soro possui abundante 

quantidade de proteínas de diversos tamanhos, foram utilizados os kits Agilent Protein 80 (que 

detecta proteínas de 5 a 80 kDa) e o Agilent Protein 230 (para detecção de proteínas entre  14 e 230 

kDa). Inicialmente, alíquotas foram diluídas na proporção 1:10 e todos os procedimentos descritos 

para a análise das amostras procederam-se de acordo com as instruções do fabricante, alterando-se 

apenas o tempo de desnaturação, que aumentou de 5 para 10 minutos a fim de garantir a completa 

/total desnaturação das proteínas.   

Os resultados da leitura foram obtidos em, aproximadamente, 30 minutos. A fluorescência 

emitida foi detectada (670 –700 nm) e convertida em eletroferogramas individuais. As unidades de 

fluorescência (FU), demonstradas na ordenada do gráfico, correspondem à concentração da proteína 

na amostra. Na abscissa, está listado o tempo de migração em segundos (s).  

Para análise dos dados, calculou-se a massa média das proteínas presentes na faixa de MW 

em dáltons, considerando os desvios padrões da média (intervalo de 1 a 2 %). Para a busca de 

prováveis proteínas que possuam peso molecular dentro da faixa detectada pelo Agilent Bioanalyzer 

2100, foi utilizado o banco de dados da ferramenta TagIdent tool 

(http://expasy.org/tools/tagident.html) do Expert Protein Analysis System (ExPASy), servidor de 

proteômica desenvolvido pelo Swiss Institute of Bioinformatics. Em seguida, realizou-se a busca no 

banco de dados para a espécie Rattus norvegicus a partir da média das massas das proteínas 

considerando seu desvio-padrão (1,5 a 2 %). 

http://expasy.org/tools/tagident.html
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2.8 Eletroforese bidimensional das proteínas do soro 

 

Preparação das amostras: precipitação de proteínas e ressolubilização 

  

Para precipitação das proteínas, 50 µL de soro foram transferidos para tubo de 1,5 mL, ao 

qual adicionou-se 200 µL de acetona P.A. A mistura foi homogeneizada e as proteínas deixadas 

precipitar por, no mínimo, 2 horas a -20 °C. Após este período, foi centrifugado a 5.600 g por 10 

minutos. O precipitado foi lavado com 50 µL de PBS e, em seguida, adicionou-se mais 200 µL de 

acetona P.A., deixando precipitar por mais 1 hora. As amostras foram novamente centrifugadas 

(5.600 g por 10 min), o sobrenadante descartado e o precipitado, deixado secar ao ar durante 10 

min. As proteínas precipitadas foram ressolubilizadas em 200 µL de uma solução contendo 7 M de 

uréia, 2 M de tiouréia e 2 % de CHAPS.  

   

Eletroforese 1ª dimensão: focalização isoelétrica das proteínas 

 

Para a realização da eletroforese 1ª dimensão, 100 L da solução de proteínas em 7 M de 

uréia, 2 M de tiouréia, 2 % de CHAPS foram adicionados a 2,8 mg de DTT, 2 % de IPG buffer, pH 

3 - 10 e 1 μL de uma solução a 1 % de bromofenol blue (BFB) em 50 mM TRIS e o volume final 

ajustado para 250 µL utilizando solução estoque (7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 2 % de CHAPS). A 

mistura final de proteínas foi carregada diretamente nos géis de focalização para hidratação das fitas 

de 13 cm (Immobiline IPG strips – GE Healthcare). A focalização das proteínas ocorreu utilizando 

o equipamento Multiphor II (GE Healthcare) acoplado a um circulador termostático (GE 

Healthcare).  
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Eletroforese 2ª dimensão: SDS-PAGE das proteínas focalizadas 

 

A segunda dimensão foi realizada em géis de poliacrilamida 10 % conforme Laemmli 

(1970), cujos tamanhos foram de 255 x 196 x 1 mm. O sistema de eletroforese empregado foi o 

Hoefer SE600 (GE Healthcare).  

 

Detecção das proteínas em géis bidimensionais e análise de imagem 

 

 A detecção das proteínas resolvidas em 2D foi realizada pelo corante Azul de Coomassie 

(PlusOne™ PhastGel R-350) em modo de análise. As imagens dos géis bidimensionais foram 

captadas em fotodocumentador L-Pix Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia) e digitalizadas. 

Os géis foram comparados e os spots referentes às  proteína tiveram seus atributos determinados 

com o emprego do ImageMaster
TM

 2D Platinum Software (GE Healthcare). 

 

Transferência, isolamento e digestão das proteínas separadas por 2-D 

 

 Os spots de proteínas separadas em 2-DE/SDS-PAGE que apresentaram expressão 

diferenciada ou intensidades aumentadas ou diminuídas em relação ao controle, identificados pelo 

programa de análise, foram extraídos do gel e transferidos para microtubos de 1,5ml. Foi 

adicionado um volume de solução descorante contendo (1:1) 25mM de bicarbonato de amônio 

(NH4HCO3) e acetonitrila (ACN) 100 % e os spots deixados descolorirem overnight.  

 Depois de retirado o corante, os plugs de géis foram desidratados em ACN 100 % durante 

30 min e secados em SpeedVac (operado para solventes voláteis). Os plugs foram re-hidratados 

com uma solução de 20g/ml de tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade - Promega, 

Madison WI) em 25mM de NH4HCO3 e incubados primeiramente a 4°C por 10 min e, 

posteriormente, a 37°C durante 16 - 18h. Então, 100µL de solução contendo 50 % de ACN : 5 % de 
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ácido trifluoroacétio (TFA) foram adicionados para promover a extração dos peptídeos durante 1h, 

com auxílio de vórtex. O sobrenadante foi aspirado, transferido para novo tubo e secado em 

SpeedVac (operado para solventes voláteis).  

  

Identificação de proteínas por espectrometria de massa  

 

 Após digestão in situ das proteínas com tripsina e extração dos peptídeos, as amostras foram 

ressuspendidas em 50µL de solução 50 % ACN : 0,1 % TFA e, em seguida, misturadas 1:1 com 

uma suspensão da matriz ácido -ciano-4-hidoxi-cinâmico (HCCA) em acetonitrila, contendo 0,1 

% de TFA. Um volume de 0,4µL desta mistura foi aplicados nas lâminas alvos do aparelho e 

deixados secar ao ar por, no mínimo, 1hora. Os espectros de peptide mass fingerprinting (PMFs) 

foram obtidos no MALDI-TOF MS (Ettan MALDI-ToF Pro - GE Healthcare), em modo positivo, 

usando uma aceleração de 20 kV. Desorção e ionização das amostras foram executadas com um 

laser de nitrogênio ( = 337 nm), 200 shots por espectro.  

 Os espectros de PMF foram coletados no intervalo de 1000-3000 m/z,  através dos métodos 

de aquisição Full length protein e de processamento de espectro Protein digest, trypsin. A lista de 

picos foi gerada utilizando o software Ettan MALDI-TOF Pro Evaluation Module (versão 2.0), 

sendo selecionados os valores de m/z monoisotópicos. 

 

2.9 Análise estatística 

 

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados possuíam um padrão 

de distribuição normal. Dados paramétricos e não paramétricos (médias e medianas) foram 

analisados pelos testes t-Student e Mann-Whitney, respectivamente. O nível de significância 

considerado foi de 5 %, sendo todas as análises realizadas utilizando-se o software Prism 4 para 

Windows (GraphPad Prism®). 
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3. Resultados 

5.1 Evolução ponderal 

 

No período de aleitamento, o peso corporal dos animais do grupo nutrido (GN) foi 

significativamente maior que o dos animais grupo desnutrido (GD) a partir do quinto dia de vida 

(GN: 12,55±3,35g e GD: 10,41±2,03g, p=0,0262). Esta condição permaneceu até o 21º dia 

(GN:46,31±10,36g e GD: 26,15±3,89g, p <0,0001), sendo o peso dos animais nutridos sempre 

maior que o dos desnutridos (Gráfico 1). 

 

 
Gráfico 1. Acompanhamento da evolução ponderal dos grupos de ratos nutrido (em azul) e desnutrido (em vermelho) 

durante o período de aleitamento. Teste t de Student, média±desvio padrão. * p<0,05.



 

43 
 

 No decorrer do período de reposição nutricional, do 22º até o dia do sacrifício do animal na 

idade adulta, os pesos dos animais GN mantiveram-se maiores do que os dos animais GD. Do 30º 

(GN: 90,5337±14,44g e GD: 64,5235±10,72g, p<0,0001) ao 90º (GN: 344,8216±344,82g e GD: 

300,9065±30,24g, p<0,0007) dia de vida, a diferença entre os valores permaneceu significante 

(Gráfico 2). 

 

 

 

 

 
Gráfico 2. Acompanhamento da evolução ponderal dos grupos nutrido (em azul) e desnutrido (em vermelho) durante o 

período pós-desmame. Teste t de Student, média±desvio padrão.* p<0,05 
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5.2 Perfil proteômico monodimensional do soro  

 

 Na análise individual das proteínas do soro, através do sistema lab-on-chip, foram 

detectados 23 picos de fluorescência em média para ambos os grupos. O padrão de perfis gerados 

em todas as amostras - individuais e em pool – foi sempre semelhante para todos os animais GN e 

GD, assim como para todas as repetições do pool (Figuras 1e 2). No entanto, animais GD 

demonstraram maior variação entre as proteínas expressas na intensidade de fluorescência [FU] de 

alguns picos quando comparado aos GN. As Figuras 1A e 1B mostram a sobreposição dos 

eletroferogramas correspondentes a todos os animais de GN e de GD, respectivamente.  

 

Figura 1: Sobreposição dos eletroferogramas gerados no Agilent Bioanalyzer 2100 referente ao perfil protéico de 

amostras de soro individuais: A) ratos nutridos (n=4); B) ratos desnutridos (n=4). [FU]: unidades de fluorescência; [s]: 

tempo de migração em segundos.  
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  A Figura 2 mostra os perfis de eletroferogramas obtidos para amostras de pool dos animais 

GN e GD (Figuras 2A e 2B, respectivamente). Podem-se observar também diferenças na 

intensidade de fluorescência de alguns picos, alguns deles sendo mais intensos nos animais GD 

(Figura 2C).  

 

Figura 2: Eletroferogramas referentes às amostras de soro em pool: A) grupo nutrido (n=4); B) grupo desnutridos 
(n=4); C) sobreposição dos perfis de pool de animais nutridos (linha vermelha) e desnutridos (linha azul). Os números 

acima de cada pico indicam os pesos moleculares em kDa. LM: marcador interno inferior; PS: pico do sistema; UM: 

marcador interno superior. [FU]: unidades de fluorescência; [s]: tempo de migração em segundos. 

 

C 
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De todas as 6 repetições das amostras em pool, foram selecionados os picos comuns para 

ambos os grupos. Como observado na Tabela 1, foram registradas dezoito faixas de massa 

moleculares em comum. As respectivas concentrações foram listadas e analisadas estatisticamente. 

Apenas as medianas das concentrações da faixa de massa molecular 32,92 – 32,34 kDa 

apresentaram diferença significante  (GN: 6,3 ng/µL e GD: 7,45 ng/µL, p=0,041). A Tabela 2 lista 

valores de pesos moleculares encontrados apenas em amostras de pool de animais nutridos. 

 

*: p<0,05, Teste U de Mann-Whitney. 

(A): Pico detectado em apenas três repetições 
(B):Pico detectado em apenas uma das seis repetições.  

(C): Pico detectado em apenas duas repetições 
(D): Não analisado. 

 

 

 
 

 

 

 

Tabela 1: Concentrações médias dos picos comuns aos animais dos grupos nutrido e desnutrido, detectados nas 

amostras do pool de soro. 

Peso molecular médio±DP (kDa) 

Concentração média±DP (mediana) (ng/µL) 

Valor de p Nutrido Desnutrido 

13,73±0,15 - 13,88±0,15 2,333±1,069 (2,1) 5,05±3,438 (3,8) 0,229 

 17,25±0,24 - 17,4±0,32 3,35±0,6626 (3,45) 3,917±1,42 (3,85) 0,397 

25,85±0,19 - 25,95±0,13 39,9±2,267 (39,1) 53,82±15,68 (48,35) 0,057 

32,65±0,31 - 32,75±0,17 6,183±0,621 (6,3) 8,45±3,047 (7,45) 0,041* 

36,20±0,28 - 36,60±0,0 0,4333±0,1155 (0,5) 0,5333±0,5774 (0,2) 0,700 

48,40±0,36 - 48,60±0,32 0,7333±0,1155 (0,8) 1,52±1,244 (0,9) 0,143 

52,53±0,30 - 52,73±0,34 2,35±0,774 (2,1) 4,433±3,615 (3,0) 0,198 

57,88±0,17 - 57,95±0,37 45,92±3,952 (47,1) 51,32±14,93 (45,95) 0,412 

63,15±0,82 - 63,33±0,54 273,6±41,34 (255,5) 325,2±158,9 (266,3) 0,937 

74,10±0,00 - 74,50±0,17 10,97±1,012 (11,5)(A) 9,75±0,7778 (9,75)(C) N,A,(D) 

85,47±0,25- 85,75±0,35 4,667±0,2517 (4,7)(A) 3,2±0,2828 (3,2)(C) N,A, (D) 

89,85±0,42 - 90,00±0,28 47,58±1,42 (47,7) 43,05±13,26 (38,55) 0,065 

96,20±0,00 - 96,37±0,25 1,7(B) 6,25±0,5508 (6,2) N,A,(D) 

108,55±0,25 - 108,58±0,65 23,78±2,271 (24,55) 24,75±4,152 (25,2) 0,628 

120,57±1,72 - 121,70±0,28 3,64±1,787 (2,6) 5,05±2,235 (4,7) 0,286 

145,53±0,84 - 145,68±0,38 8,067±1,025 (8,1) 8,633±1,61 (8,55) 0,484 

176,70±0,65 - 177,28±2,25 29,4±2,328 (28,9) 30,47±2,823 (30,4) 0,492 

222,38±1,61 - 222,40±0,94 2,45±0,862 (2,3) 2,333±1,093 (1,85) 0,842 
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Tabela 2: Valores dos picos detectados apenas em amostras do pool de animais do grupo nutrido. 
 

Massa molecular médio±DP (kDa) Concentração média±DP (mediana) (ng/µL) 

212,80(A) 0,20 (0,20) 

232,50±0,57(B) 2,25±0,49 (2,25) 

(A): Pico detectado em apenas uma das seis repetições. 
(B): Pico detectado em apenas duas das seis repetições. 

 

 

Alguns valores de concentrações não puderam ser analisados pelo programa de estatística 

devido à baixa frequência de repetição com a qual foram detectados. Picos na faixa de peso 

molecular 96,12 – 96,62 kDa foram detectados em todas as análises individuais e repetições de pool 

dos animais GD (Figura 3).  

Por outro lado, a mesma detecção foi identificada pelo software em apenas um animal (rato 

2, Figura 4) e em uma análise de pool em GN. No entanto, é possível observar que o pico de 

fluorescência está presente em baixíssima intensidade nos ratos 1, 3 e 4, o que levou a não 

observação deste pico nas amostras em pool, que apresentaram com fluorescência de 12 [FU]. Na 

sobreposição dos eletroferogramas (Figura 2C, seta azul), observa-se visualmente a diferença entre 

as intensidades deste pico, sendo a intensidade de fluorescência maior em GD do que em GN.



 

48 
 

 

Figura 3: Eletroferograma das amostras de ratos do grupo desnutrido analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) utilizando 4 l da amostra processada do soro no chip 
Protein chip 230. A faixa evidenciada corresponde às proteínas na faixa de 85,22 – 109,23 kDa. A seta em azul evidencia o pico referente à faixa 96,12 - 96,62 kDa detectada pelo 

software em todos os animais estudados.  
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Figura 4: Eletroferograma das amostras de soro de ratos do grupo nutrido analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) utilizando 4 l da amostra processada do soro no 
chip Protein chip 230. A faixa evidenciada corresponde às proteínas na faixa de 85,22 – 109,23 kDa. A seta em azul evidencia o pico referente à faixa 96,12 - 96,62 kDa detectada 

pelo software apenas no rato 2.  
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A Tabela 3 apresenta as faixas de proteínas que apresentaram diferenças de concentração 

nas amostras avaliadas de ratos nutridos e desnutridos, assim como as proteínas que foram 

evidenciadas apenas em um dos grupos de animais estudados. Na mesma, constam as prováveis 

proteínas que podem ser encontradas no soro e se encaixam na faixa de peso molecular sinalizada. 

 

Tabela 3: Prováveis proteínas correspondentes às faixas de pesos moleculares detectados pelo Bioanalyzer 2100 em 

amostras de soro de ratos adultos nutridos e desnutridos. Busca realizada no banco de dados TagIdent tool (ExPASy) 

restrita à espécie Rattus norvegicus. 

Peso molecular médio±DP 

(kDa) do Bioanalyzer 

Provável proteína 

Peso molecular 

esperado (kDa) Nome 

25,85±0,19 - 25,95±0,13 

26,0 Cadeia leve da IgG 

26,02 Cadeia leve do fator de coagulação XIIa 

25,86 

Subunidade gamma do fator ativador de 

plaqueta acetilhidrolase IB 

25,90 Isoforma 3 da proteína ligadora do cálcio 1 

25,94 Subunidade 2 da citocromo c oxidase 

25,78 Glutationa S-transferase 

25,93 Quimotripsinogênio 

25,74 Calicreína-9 glandular submandibular 

25,80 Fator de necrose tumoral, forma de membrana 

25,88 

Cadeia beta do fator de crescimento de 

hepatócito 

25,79 Fator D do complemento 

32,65±0,31 - 32,75±0,17 

32,75 Ativador translacional da citocromo c oxidase 1 

32,59 Heme oxigenase 3 

32,68 Cadeia alfa-1 da tropomiosina 

32,76 Cadeia gama do complemento C4 

32,41 Glicina N-metiltransferase 

32,51 Ciclina-C 

32,43 Ciclina-D3 G1/S-específica 

32,83 Cadeia beta da tropomiosina 

32,74 Cetohexoquinase 

32,62 Cardiolipina sintase 

38,0 α-2-HS-glicoproteína 

57,88±0,17 - 57,95±0,37  

50,0 Cadeia pesada da IgG 

58,26 Citoromo P450 1A2 

58,17 Carboxilase 1 do fígado 

57,92 Proteína de choque térmico 60 kDa 

57,97 Alfa-cetoglutarato-dioxigenase dependente 

58,09 Proteína dedo de zinco 513 

58,09 Transportador de folato 

57,47 Glicerol quinase 

63,15±0,82- 63,33±0,54 

62,29 Antígeno CD166 

62,57 Fosfoproteína induzida pelo estresse 

63,74 Cadeia leve da cinesina 1 

63,03 Cadeia pesada A plasmina 

68,0 Albumina 

 96,419 Heat shock protein 105 kDa 

 97,352 Forma hepática da fosforilase do glicogênio 

96,20±0,00 - 96,37±0,25 97,143 Forma muscular da fosforilase do glicogênio 

 97,295 Dinamina 1 
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5.3 Perfil proteômico bidimensional do soro e espectros de peptide mass fingerprinting 

 

A Figura 6 mostra os géis bidimensionais das proteínas presentes nas amostras de pool dos 

animais nutridos e desnutridos utilizados neste estudo. Foram detectados 83 spots para o gel do pool 

desnutrido e 71 para o nutrido. Pode ser observada na Figura 5A a expressão diferencial de algumas 

proteínas que estão presentes apenas no pool dos animais desnutridos (PD), como as indicadas em 2 

e 3 (PD_2 e PD_3, respectivamente). 

Os spots indicados em 1, 4 e na área delineada no gel do pool de animais desnutridos 

mostraram equivalência (match) com os spots 1, 2 e os presentes na área delineada do gel de 

animais nutridos. Estes indicam visualmente diferenças entre suas intensidades, sendo mais intensos 

no pool dos animais desnutridos. 

Para análise individual, foram escolhidos os ratos 1 e 4 dos grupos desnutrido e nutrido, 

respectivamente, pois estes animais apresentaram perfis monodimensionais mais representativos 

para pesquisa de diferenças individuais no proteoma do soro. Foram detectados 62 spots para o rato 

4 do grupo nutrido e 72 para o rato 1 do grupo desnutrido. A Figura 6 indica os spots D1_1 e N4_1, 

exclusivos de cada animal. 

As Figuras 7, 8, 9, 10, e 11 mostram os espectros de PMF dos spots mencionados obtidos 

por MALDI-TOF MS. O intervalo de peso molecular avaliado foi de 1.000 a 3.000 m/z e os valores 

de intensidade de detecção, que são proporcionais à concentração do peptídeo na amostra, estão 

indicados no eixo vertical.               

  

 

  96,497 Serina/treonina quinase D2 
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 A) PD 

B 

Figura 5: Perfis proteômicos bidimensionais de amostras de pool de soro. A) Pool de ratos desnutridos (PD); B) Pool de ratos nutridos (PN). As setas indicam os principais spots de proteínas 

encontrados no gel. As áreas delineadas demonstram grupo de spots que apresentam diferença de intensidade. Marcadores de peso molecular: 10 a 225 KDa. Faixa de pI: pH 3 a 10. 

B) PN 
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Figura 6: Perfis proteômicos bidimensionais de amostras individuais de soro de ratos. A) Rato desnutrido 1 (D1); B) Rato nutrido 4 (N4). As setas indicam os spots de proteínas que 

apresentam expressão diferencial entre ambos animais. Marcadores de peso molecular: 10 a 225 KDa. Faixa de pI: pH 3 a 10. 

A) D1 B) N4 
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Figura 7: Espectro de peptide mass fingerprinting obtido por MALDI-TOF MS para o spot número 1 da amostra de pool de ratos desnutridos (PD_1). m/z: massa sobre carga. Faixa 
de detecção: 1.000 a 3.000 m/z. Intensity: intensidade do sinal. 
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Figura 8: Espectro de peptide mass fingerprinting obtido por MALDI-TOF MS para o spot número 2 da amostra de pool de ratos desnutridos (PD_2). m/z: massa sobre carga. Faixa 

de detecção: 1.000 a 3.000 m/z. Intensity: intensidade do sinal. 
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Figura 9: Espectro de peptide mass fingerprinting obtido por MALDI-TOF MS para o spot número 3 da amostra de pool de ratos desnutridos (PD_3). m/z: massa sobre carga. Faixa 

de detecção: 1.000 a 3.000 m/z. Intensity: intensidade do sinal. 
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Figura 10: Espectro de peptide mass fingerprinting obtido por MALDI-TOF MS para o spot número 2 da amostra de pool de ratos nutridos (PN_2). m/z: massa sobre carga. Faixa de 

detecção: 1.000 a 3.000 m/z. Intensity: intensidade do sinal. 
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Figura 11: Espectro de peptide mass fingerprinting obtido por MALDI-TOF MS para o spot número 1 da amostra individual do rato nutrido 4 (N4_1). m/z: massa sobre carga. Faixa 

de detecção: 1.000 a 3.000 m/z. Intensity: intensidade do sinal. 
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4 Discussão 

4.1 Evolução ponderal 

 

Recentemente, as conseqüências da atuação de estímulos ambientais durante os estágios 

iniciais de vida do indivíduo têm sido amplamente estudadas por muitos grupos de pesquisa ao 

redor do mundo, com o objetivo de elucidar os mecanismos que levam a doenças na idade adulta. 

Existem diferentes maneiras de induzir o processo de programação do desenvolvimento em ratos 

através de manipulação nutricional. Uma delas seria a restrição neonatal de alimento, por meio do 

aumento do tamanho da ninhada ou restrição protéica materna durante período de lactação. 

O rato (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), há anos, tem sido amplamente empregado em 

diversos estudos de processos fisiopatológicos, em testes de toxicidade, na produção de vacinas, 

como também na produção de animais transgênicos [16]. A escolha desses animais como modelo 

está fundamentada em diversas vantagens. Representam inúmeras características positivas quando 

comparados a experimentos em humanos. Podem ser destacadas, dentre elas, a resistência, a 

facilidade de manuseio, disponibilidade, baixos custos de manutenção, reduzida propensão a 

doenças, semelhanças anatômicas e fisiológicas com a espécie humana e maior aceitação ética e 

ecológica. Outras vantagens são a padronização genética - quando se tratam de indivíduos 

isogênicos e consangüíneos - e ambiental, características estas que diminuem a variabilidade da 

população e da amostra [17]. 

 No presente estudo, os pesos corporais de animais GD mantiveram-se menores do que 

aqueles do grupo GN durante os primeiros 21 dias de vida pós-natal - período de aleitamento - 

sendo significativamente diferentes a partir do 5° dia de vida. Esta condição permaneceu até a idade 

adulta do animal, mesmo após longo período de reposição nutricional, durante o qual os animais 

passaram a se alimentar de uma dieta balanceada nutricionalmente. 

Isto sugere que a deficiência de proteínas na dieta com 8 % de caseína interferiu 

negativamente no ganho de peso dos animais GD. Em estudos anteriores que induziram restrição 
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alimentar em período neonatal, os tamanhos corporais destes animais mantiveram-se, durante a vida 

adulta, permanentemente reduzidos ou normalizados aos níveis controles [18,19]. Estudos sobre 

desnutrição energético-protéica em ratos têm demonstrado haver diminuição na produção e na 

quantidade de proteínas do leite em mães lactantes, bem como ocorre redução no tamanho das 

glândulas mamárias [20] o que em parte, pode explicar os dados relativos ao déficit ponderal de 

animais GD durante aleitamento.  

Também tem sido observado em pesquisas semelhantes que esta condição de restrição 

alimentar pode reduzir profundamente o crescimento corporal em todas as dimensões, como 

comprimentos da cauda e do corpo. Além disso, em concordância com este estudo, todos estes 

parâmetros podem permanecer reduzidos ao longo da vida, mesmo se o animal demonstrar aumento 

na eficiência alimentar durante período de reposição nutricional, após desmame [21]. 

 Porto (2007), ao utilizar a dieta caseína com baixo teor protéico (8 %) e o mesmo modelo de 

desnutrição e reabilitação nutricional, verificou redução de ganho de peso no período de aleitamento 

e que a desnutrição imposta durante essa fase também afetou o peso corporal dos animais na idade 

adulta [22]. Em estudo realizado por Barros e colaboradores (2006), no qual foi utilizada a Dieta 

Básica Regional (DBR), hipoprotéica, para induzir desnutrição durante o período neonatal, pôde-se 

observar diferença significante entre os pesos corporais dos animais já a partir 2° dia de vida, 

anterior ao observado no presente trabalho (5
o 

dia) [20]. Nossos dados, no entanto, seguem o 

mesmo perfil de aumento dos pesos em ratos desnutridos, do 23° ao 89° dia de vida, observando-se 

valores ainda bastante reduzidos quando comparados aos do grupo nutrido.  

Os resultados obtidos na presente pesquisa e nos demais estudos sugerem que a restrição 

alimentar durante o período de vida neonatal implica em diminuição do peso e, consequentemente, 

das dimensões corporais o que pode levar o animal a permanecer menos desenvolvido na vida 

adulta. Os efeitos negativos da desnutrição neonatal, portanto, repercutem na vida adulta do 

indivíduo. Estes achados são úteis para fortalecer o conceito de programação ou plasticidade do 

desenvolvimento. Quando existem alterações entre condições ambientais às quais o indivíduo – em 
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período crítico de desenvolvimento – foi submetido e as condições na vida adulta, efeitos de 

programação do desenvolvimento podem ser nocivos, uma vez que estão associados a incidência de 

determinadas doenças no adulto (por exemplo, diabetes tipo II, depressão, osteoporose, doenças 

cardiovasculares, entre outras [2,19].  

 

4.2 Perfil proteômico monodimensional  

 

Para estudar os efeitos da desnutrição neonatal sobre as proteínas do soro sanguíneo de ratos 

adultos, os animais foram divididos em dois grupos a fim de se comparar os achados do grupo 

experimental em questão (GD) aos do grupo controle (GN). Os picos detectados pelo Bioanalyzer 

2100 foram analisados dentro de intervalos de tamanho, uma vez que é esperada uma pequena 

variação nos tamanhos devido à variabilidade entre os momentos de entrada para cada amostra – 

i.e., injeção para dentro do chip – que pode influenciar a migração das proteínas. A eficiência da 

injeção é dependente de vários fatores como correção automática pelos marcadores internos do 

sistema, concentração de sais, homogeneização e desnaturação das proteínas da amostra [23]. 

O padrão dos perfis gerados nos eletroferogramas e nas bandas separadas no gel virtual foi 

semelhante para todos os animais de GN e GD, intra e intergrupo. Contudo, a intensidade de 

fluorescência - i.e., concentração de proteínas nas amostras – apresentou maior variação entre os 

animais do grupo desnutrido para a maioria dos picos detectados. 

Em todas as amostras de ambos os grupos, nota-se claramente a predominância de 

determinadas proteínas. O pico mais abundante em todas as análises corresponde à faixa de peso 

molecular 63,87 – 62,33 kDa e possui intensidades de fluorescência sempre superior à 1000 FU. 

Acredita-se que esse pico seja referente à albumina que é uma proteína de alta abundância no soro e 

tem como principal função o transporte de vários compostos, incluindo hormônios, lipoproteínas e 

aminoácidos [24]. O peso molecular teórico, ou esperado, para albumina de rato é 68,731 kDa, 

valor maior do que o detectado pelo aparelho. Entretanto, estudos anteriores demonstraram que 
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padrões purificados de albumina são detectados no Bioanalyzer 2100 na região de peso molecular 

de 63 kDa [23], evidência esta que corrobora o resultado obtido neste trabalho.  

Outros dois picos entre 26,05 - 25,66 kDa e 58,32 - 57,71 kDa foram detectados e, 

possivelmente, correspondem às cadeias leve e pesada da Imunoglobulina G (IgG) respectivamente. 

As imunoglobulinas possuem papel crucial no processo de defesa do organismo, reconhecendo 

antígenos no sangue e iniciando sua destruição. Sob condições redutoras, utilizando-se agentes 

redutores como o DTT, a molécula de IgG separa-se em suas cadeias leve e pesada devido à 

redução de pontes dissulfeto que as mantêm unidas [24]. A massa teórica da cadeia leve é de 

aproximadamente 26 kDa, enquanto que a massa da cadeia pesada é 50 kDa. No trabalho publicado 

por Mann e Tighe (2007), foram detectadas duas bandas de pesos moleculares em amostras 

lacrimais, sendo uma de 58 kDa – correspondente à cadeia pesada – e a outra de 26 kDa, relativa à 

cadeia leve [23].  

O grupo desnutrido apresentou maior concentração proteíca na faixa de 32,34 a 32,92 kDa 

(7,45 ng/µL) em relação ao grupo nutrido (6,3 ng/µL). A referida faixa sugere representar a proteína 

α-2-HS-glicoproteína. Conforme listado na Tabela 3, a proteína α-2-HS-glicoproteína, presente no 

soro de ratos, possui peso molecular teórico de, aproximadamente, 38 kDa [25]. A variação no peso 

molecular de aproximadamente 6 kDa, detectado pelo Bioanalyzer 2100, pode ocorrer devido às 

modificações pós-traducionais – por exemplo, fosforilações, glicosilações, acetilações, entre outras 

[26]. Especificamente, a α-2-HS-glicoproteína, que pertence à família das fetuínas (por isso, é 

também denominada fetuína), é sintetizada no fígado e secretada no sangue, sendo alvo de N-

glicosilações e fosforilações em resíduos de serina. Esta desempenha papéis importantes em 

diversos processos biológicos como resposta de fase aguda, resposta celular à insulina, 

desenvolvimento do córtex cerebral, desenvolvimento de gônadas masculinas, regulação negativa 

do crescimento celular, regeneração de órgãos, regulação negativa da mineralização óssea, 

regulação positiva da absorção óssea, entre outras [26]. De maneira geral, quando analisadas no 

Bioanalyzer, glicoporteínas demonstram valores de pesos moleculares destoantes em relação aos 
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valores esperados. Essas diferenças ocorrem, provavelmente, devido à ligação de cadeias glicídicas 

que podem alterar o formato da proteína e, consequentemente, a relação carga/massa [27].   

Na faixa de peso molecular 96,12 – 96,62 kDa detectada pelo aparelho, os valores de 

concentrações não puderam ser analisados pelo programa de estatística devido à baixa frequência de 

repetição com a qual foram registrados. Proteínas nesta faixa de peso molecular foram detectadas 

em todas as análises individuais e repetições de pool dos animais GD. Por outro lado, em amostras 

de animais GN, apenas foram registradas em um animal (rato 2) e em uma repetição de pool. A 

baixa intensidade de fluorescência deste pico nos ratos nutridos 1, 3 e 4 não permitiu a detecção do 

mesmo, embora esteja visualmente presente em baixa concentração.  

Na faixa de 96,62 – 96,12 kDa encontram-se proteínas “não-clássicas” do soro, destacando-

se a presença de proteínas de canais iônicos de potássio, formas hepática e muscular da fosforilase 

do glicogênio, receptor de glutamato, dinamina e isoformas, serina/treonina quinase D2 e proteínas 

de choque térmico (Heat shock protein 105 kDa). A presença desta última merece destaque, pois é 

expressa quando ocorrem mudanças na atividade celular – no que diz respeito à expressão gênica, 

produção de enzimas, secreção, entre outras - como resultado de condições estressantes, tais como 

variações de temperatura, umidade, carência de aminoácidos, etc. Proteínas de choque térmico 

podem estar presente no soro, uma vez que o plasma circulante entra em contato com tecidos e 

órgãos em diferentes estados fisiológicos, podendo conter combinações dos diferentes sub-

proteomas do corpo [11].  

 Na Tabela 3, com exceção da faixa de peso molecular 57,71 – 58,32 kDa, as demais faixas 

apresentadas demonstraram valores de concentrações (média e mediana) mais elevados para 

amostras em pool de animais desnutridos (Tabela 1). Conforme citado anteriormente, essa tabela 

destaca a presença de prováveis proteínas que desempenham importantes papéis em vários 

processos biológicos – tais como controle do ciclo celular, transporte de nutrientes, metabolismo do 

glicogênio, etc. -, indispensáveis ao crescimento e desenvolvimento do animal [28,29].  
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Baseando em estudos anteriores [30], a maior concentração protéica em amostras de GD 

pode indicar maiores níveis de expressão dessas proteínas que podem estar associadas à ocorrência 

de um mecanismo de crescimento compensatório ou catch-up growth. Este ocorre quando animais 

passam por um período de crescimento lento e, então, são submetidos a condições ambientais 

favoráveis que permitem sua aceleração [31]. No presente estudo, o crescimento compensatório 

provavelmente ocorreu em resposta ao estresse nutricional imposto durante o período neonatal de 

vida.  

 É importante evidenciar que a identificação das proteínas correspondentes a cada pico 

detectado pelo Bioanalyzer 2100 não é uma busca direta, principalmente quando são provenientes 

de amostras biológicas compostas por uma variedade de proteínas e quando o peso molecular (kDa) 

obtido experimentalmente não se correlaciona precisamente com o peso molecular teórico 

estabelecido para a proteína [23].  

 No entanto, um dos aspectos mais importantes no dimensionamento de proteínas é que 

diferenças entre os pesos moleculares observado e esperado são de ocorrência comum. A 

determinação da massa da proteína no Bioanalyzer 2100, assim como em géis de SDS-PAGE, 

depende também das características da proteína, como sequência de aminoácidos, pI, estrutura e 

presença de cadeias laterais ou de grupos prostéticos [23]. Estas características específicas afetam o 

perfil de migração de algumas proteínas e, consequentemente, causam variações na determinação 

dos pesos moleculares. 

 A utilização do equipamento Bioanalyzer 2100 possibilitou a obtenção do perfil proteômico 

monodimensional das proteínas séricas de ratos. Este sistema permitiu análise rápida, sensível e 

reprodutível das amostras, produzindo resultados de alta qualidade na forma de eletroferogramas e 

gel, abrangendo ampla faixa de peso molecular. Apesar disso, foram observadas variações entre os 

valores de pesos moleculares detectados e teóricos, estabelecidos para as prováveis proteínas 

presentes nas amostras, que podem ser consequência de características do próprio sistema 

eletroforético ou das proteínas presentes na amostra [27,32]. 
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4.3 Perfil proteômico bidimensional e espectrometria de massas 

 

A eletroforese bidimensional foi realizada a partir de amostras cujo volume foi padronizado. 

Através da coloração com Azul de Coomassie, foi possível observar diferenças na quantidade e 

intensidade de spots presentes nos géis bidimensionais de animais desnutridos em relação aos 

animais nutridos. De maneira geral, foram detectados mais spots nos géis referentes ao grupo 

desnutrido do que para o grupo nutrido. Amostras em pool de GD apresentaram 83 spots contra 71 

de GN. Em relação às amostras individuais, o rato 1 do grupo desnutrido apresentou 71 spots, 

enquanto que o rato 4 do grupo nutrido mostrou 62 spots protéicos no gel bidimensional. Em estudo 

realizado por Haynes et al. (1998), foram identificados 56 spots no padrão de eletroforese 

bidimensional, correspondentes a 22 proteínas presentes no soro de ratos Wistar adultos normais 

[25].  

Algumas proteínas foram verificadas apenas nas amostras de pool ou vice-versa. Por 

exemplo, os spots PD_1 e PD_2 não estavam presentes no gel do rato desnutrido 1, assim como 

D1_1 não foi evidenciado no gel do pool. Possivelmente isto ocorreu devido a diferenças 

individuais entre os proteomas dos animais, de forma que proteínas altamente expressas em apenas 

um animal apareçam menos concentradas na análise em pool.  

  Visivelmente, percebe-se que os géis correspondentes às amostras de animais GD 

apresentaram maior intensidade de coloração dos spots, sendo esta diretamente proporcional à 

concentração da proteína na amostra. Em pesquisa realizada por Shen et al. (2011), na qual foram 

avaliados os efeitos da ingestão de alta quantidade de proteína na dieta pós-natal de ratos adultos 

submetidos à desnutrição intra-uterina, foram encontradas 13 proteínas renais diferencialmente 

expressas em relação ao grupo controle, envolvidas primariamente no metabolismo, oxidação-

redução e regulação de apoptose [33]. 

Variações na quantidade e intensidade dos spots de proteínas detectados podem ocorrer em 

resposta a condições fisiológicas adversas que, no presente estudo, estão relacionadas à ocorrência 
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da desnutrição neonatal. Uma vez que as principais proteínas do soro são sintetizadas no fígado, 

pode-se supor que este seja um órgão-chave de resposta aos efeitos da restrição protéica pós-natal 

quando observados no indivíduo adulto. Na ocorrência de processos inflamatórios crônicos, por 

exemplo, o fígado responde a esta condição aumentando a produção de proteínas de fase aguda, 

como a ceruloplasmina e a proteína C-reativa [34].  

Em pesquisa recente desenvolvida por Haenen et al. (2010), foram identificadas 40 

proteínas diferencialmente expressas no soro de animais afetados por asma quimicamente induzida, 

sendo muitas delas relacionadas a processos inflamatórios e de estresse oxidativo [35]. Em estudo 

com pacientes portadores de câncer de próstata, metade das proteínas abundantes diferencialmente 

expressas, separadas por 2D-DIGE, apresentaram-se up-reguladas e foram relacionadas com a 

diferenciação do tumor. Dentre as menos abundantes, destaca-se a proteína de choque térmico 60 

(HSP60), a qual também foi encontrada em maiores níveis de expressão em relação às amostras 

controles [36].  

O perfil proteômico bidimensional das proteínas séricas de ratos foi semelhante aos 

resultados obtidos no perfil monodimensional. A maior intensidade de fluorescência detectada por 

tecnologia lab-on-a-chip em amostras de ratos desnutridos pode indicar a ocorrência de expressão 

diferencial entre ambos os grupos ou maior concentração de proteínas que foram expressas 

mutuamente.  

Embora tenham sido detectadas faixas de pesos moleculares exclusivas para amostras em 

pool de animais GN por lab-on-a-chip (Tabela 2), os géis obtidos por 2-DE demonstraram haver 

mais spots em amostras de animais GD. É possível que o método de coloração por Azul de 

Coomassie não tenha sido eficiente para detectar proteínas na faixa de peso 212,80 - 233,07 kDa, 

uma vez que possuem baixa concentração na amostra, devido à baixa concentração com as quais 

foram observadas no Bioanalyzer 2100.     

Diante dos resultados obtidos, foi possível concluir que a desnutrição protéica neonatal 

provocou redução permanente do peso corporal dos animais e alterações nos perfis proteômicos 
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monodimensional e bidimensional do soro sanguíneo. Aparentes alterações no tipo e na 

concentração das proteínas presentes no soro dos animais estudados podem ser correlacionadas com 

o desenvolvimento de patologias metabólicas, sendo necessários, portanto, estudos adicionais de 

espectrometria de massas, expressão gênica e análise epigenética para determinação de quais 

proteínas estão alteradas e para o entendimento dos mecanismos que podem causar estas 

modificações. 
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A desnutrição neonatal provocou redução do peso corporal, a partir do 5º dia de vida pós-

natal, persistindo até idade adulta. Adicionalmente, ocorreu uma diminuição na quantidade de 

faixas de pesos moleculares detectadas e aumento de concentração de proteínas de peso 32,92 a 

32,34 kDa no perfil proteômico monodimensional. 

Nossos dados indicam que houve aparente alteração no tipo e na concentração das proteínas 

presentes no soro dos animais estudados, sendo necessários estudos adicionais para determinação de 

quais proteínas estão alteradas. 

A partir deste tipo de estudo é possível correlacionar o potencial da dieta com o 

desenvolvimento de patologias metabólicas, sendo uma ferramenta moderna para reverter a 

“programação” recebida na idade neonatal. 
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 A identificação das proteínas separadas por eletroforese bidimensional através dos espectros 

de massa devem fornecer indicativos de regulação metabólica relacionada à dieta no período neo-

natal. 

 A obtenção do perfil proteômico de órgãos como o fígado em diversos estágios do 

desenvolvimento deve demonstrar mais claramente como o efeito da dieta neonatal pode interferir 

na resposta metabólica do animal frente aos estímulos nutricionais posteriores.  

 Finalmente, estudos relacionados aos mecanismos de silenciamento gênico, tais como a 

metilação e acetilação, podem esclarecer o mecanismo de “programação” resultante da adequação 

nutricional no período de desenvolvimento corpóreo.      
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APÊNDICE A – Planilha para acompanhamento da evolução ponderal de animais do grupo nutrido 

durante período de aleitamento. 
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APÊNDICE B – Planilha para acompanhamento da evolução ponderal de animais do grupo 

desnutrido durante período de aleitamento. 
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APÊNDICE C – Planilha para acompanhamento da evolução ponderal de animais do grupo nutrido 

durante período de reposição nutricional. 
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APÊNDICE D – Planilha para acompanhamento da evolução ponderal de animais do grupo 

desnutrido durante período de reposição nutricional. 
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ANEXO A – Documento de aprovação do projeto pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco. 
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