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RESUMO 

A mitocôndria é uma organela vital, pois em células aeróbicas, ela é 

responsável pela produção da maior parte da energia química necessária para a 

célula. A síntese de ATP ocorre por fosforilação oxidativa na Fo,F1-ATPase, usando 

a energia gerada pela cadeia de transporte de elétrons, uma série de enzimas 

presentes na membrana mitocondrial interna. A análise de proteínas de membrana 

pode ser feita pela técnica de eletroforese, tanto em condições nativas quanto 

desnaturantes. Neste trabalho analisamos a solubilização de proteínas da 

membrana interna de mitocôndria de músculo de rato, através do uso de surfatantes 

zwiteriônicos (ASB-14, ASB-16, CHAPS), não-iônicos (Digitonina, C12E8, Triton X-

100) e aniônico (Colato de sódio) na separação por eletroforese em gel nativo e 

bidimensional.  

Desenvolvemos um novo protocolo para preparo de eletroforese em gel 

nativo, mantendo o tampão de amostra descrito no procedimento de BN-PAGE e 

adaptando as demais etapas da técnica de acordo com o protocolo de Laemmli et al 

(1970). Os géis assim preparados em temperatura ambiente mostraram melhor 

resolução que os pelo método BN-PAGE, foram obtidos menor tempo de corrida (1-

2 horas), sem troca de tampões e com emprego de reagentes de menor custo. 

Quanto a eficiência dos diferentes surfatantes, usados em uma mesma 

concentração (43,2 mM), o zwiteriônico ASB-16 foi o melhor solubilizador das 

proteínas de MMI, tanto em relação a quantidade total de proteína solubilizada 

como em relação a número de “spots” visualizados na eletroforese bidimensional, 

seguido pelo não-iônico Triton X-100. O surfatante não-iônico dodecil maltosídeo 

foi usado na preparações dos géis 2D em concentrações menores inferiores (20%) 

do que as indicadas na literatura (10% ou 195,8 mM), sem prejuízo da eficiência 

de solubilização protéica. 

 Os resultados obtidos com géis nativos mostraram que todos os surfatantes 

estudados podem ser usados para separar os complexos protéicos da MMI, mas 

apresentam seletividade específica pelos complexos da Cadeia Respiratória, 

devendo esse parâmetro ser melhor estudado futuramente, para a determinação 

de protocolos específicos para isolamento dos diferentes tipos de complexos. 
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ABSTRACT 

The majority of the chemical energy produced inside aerobic cells is a result 

of the oxidative phosphorylation of ATP, inside the mitochondria. A great part of 

mitochondria proteins are organized into complexes located in the inner 

mitochondria membrane. Isolation and identification of those proteins have been 

conducted by electrophoresis, both in native as in denaturant condition. In this 

work we analysed solubilization of the inner mitochondrial membrane proteins of 

rat’s gastrocnemius muscles, through the use of zwitterionic (ASB-14, ASB-16, 

CHAPS), non-ionic (Digitonin, C12E8, Triton X-100) and anionic (sodium cholate), 

by native and two-dimensional electrophoresis. 

We have developed a new protocol for the native gel electrophoresis, using 

the buffer sample described in BN-PAGE but changing other steps of the technique 

according to the protocol of Laemmli et al (1970). With this novel protocol, the gels 

prepared at ambient temperature  had a better resolution than the classic BN-

PAGE technique; with low costs and short-time runs (1-2 hours). 

As for the effectiveness of surfactants studied to solubilize inner 

mitochondrial membrane proteins, when used at the same concentration (43.2 

mM), the zwitterionic ASB-16 was the best, both accordingly to the total amount of 

solubilized protein, as for the number of "spots" detected in the two-dimensional 

electrophoresis, followed by non-ionic Triton X-100. 

The non-ionic surfactant dodecyl maltoside was used in the 2D 

electophoresys preparation at lower concentrations (20%) than that recommended 

in the literature (10% or 195.8 mM) without prejudice in the efficiency of protein 

solubilization. 

The results with native gels proved that all the studied surfactants can be 

used to separate the proteins of MMI, but with different selectivity for each 

enzymatic complex. This specificity should be better studied in the future, looking 

for the determination of specific protocols for better isolation of each types of MMI 

complex.
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I- INTRODUÇÃO 

 

I.1- Membranas biológicas e suas proteínas 

 

A membrana plasmática é a barreira entre o citoplasma da célula e o ambiente 

externo que controla a passagem de metabólitos e de solutos em geral, de um meio para 

outro. Em células de mamíferos ela é a única barreira, enquanto células de plantas e 

bactérias também possuem uma parede polissacarídica que mantém a integridade 

celular, apesar do transporte ainda ser controlado, primariamente, pela membrana 

plasmática. Basicamente as membranas biológicas são constituídas de lipídios, proteínas 

e carboidratos (que aparecem em menor quantidade e são encontrados na forma de 

glicoproteínas ou glicolípidios). As membranas podem ser descritas pelo modelo do 

mosaico fluido proposto por Singer & Nicolson (1972), mostrado esquematicamente na 

Figura 1. Neste modelo, o mais amplamente aceito até hoje, os lipídios se organizam em 

forma de bicamada, e as proteínas permeiam essa estrutura, constituindo um arranjo 

extremamente dinâmico.  

Embebidas na membrana estão diversas proteínas relacionadas com o transporte e 

outras que atuam como receptores, necessários ao funcionamento da célula. Essas 

proteínas são denominadas integrais ou intrínsecas, quando atravessam a porção 

hidrofóbica, ou periféricas / extrínsecas quando se encontram associadas à superfície da 

membrana e não atravessam a bicamada. A remoção das proteínas integrais, que estão 

fortemente associadas com a membrana, só ocorre por agentes que interferem com as 

interações hidrofóbicas como os surfatantes, solventes orgânicos ou outros agentes 

desnaturantes. Já as proteínas periféricas, por estarem associadas com a membrana 

através de interações eletrostáticas ou ligações de hidrogênio podem ser removidas por 

tratamentos moderados como alterações no pH, na força iônica e ainda pela adição de 

uréia ou carbonato (Santos & Ciancaglini, 2002). 

Na face citossólica das membranas plasmáticas da maioria das células, proteínas 

extrínsecas formam uma malha rígida (citoesqueleto) que ajuda a manter a integridade 

da célula. Existem ainda proteínas que ficam ligadas à superfície não-citossólica da 

membrana somente por meio de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol. Essas 
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proteínasVERSÃO FINAL podem ser rapidamente removidas da membrana por meio de 

clivagem com o uso de uma enzima chamada fosfatidilinositol-fosfolipase C específica 

(Lee, 2003; de Planque & Killian, 2003; Nyholm et al., 2007). 

 

 
 

  Figura 1- Representação de uma membrana biológica segundo o modelo do mosaico fluido de Singer & Nicolson, 

(1972) (adaptado de http://www.erin.utoronto.ca/~w3bio315/cell%20membrane.htm). 

 

Os fosfolipídios são os lipídios mais abundantes nas membranas biológicas. Além 

deles, os glicolipídios e os esteróis constituem os lipídios da maioria das membranas 

biológicas. No entanto, a proporção com que esses lipídios aparecem na composição 

das membranas varia para cada espécie, tecido e organela (Pomorski et al., 2001).  

Apesar de a estrutura básica das membranas biológicas ser determinada pelo 

arranjo lipídico em bicamadas, as proteínas de membrana desempenham a maioria das 

funções especializadas destas estruturas. São as proteínas, portanto, que dão a cada 

tipo de membrana na célula, suas propriedades funcionais características. Assim sendo, 

as quantidades e os tipos de proteínas em uma membrana são altamente variáveis (Lee, 

2003; Nyholm et al., 2007). 
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 O desenvolvimento da proteômica, nos anos recentes, nos impôs o desafio de 

identificar e atribuir a função de cada proteína encontrada em determinada organela, 

célula, tecido ou organismo, em condições fisiológicas ou patológicas, normais ou 

induzidas. A localização intracelular e as eventuais interações com outras proteínas ou 

macromoléculas são pontos iniciais na busca pela função das proteínas. (Nijtmans. et al.,  

2002; Zhou & Veenstra, 2007). 

A importância do estudo do proteoma de membranas é evidenciada pela difícil 

mensuração das mesmas, já que estas proteínas se encontram, em geral, em baixa 

concentração e tem alta hidrofobicidade em relação as proteínas globulares, apesar de 

suas funções vitais (Low et al., 2002; Speers & Wu, 2007). 

Além disso, resultados recentes de análise do genoma humano indicam que cerca 

de 30% de todas as proteínas codificadas no DNA é transmembranar (Zhang et al, 

2005). No entanto, o número de proteínas de membrana descritas é ainda muito baixo, 

em relação às globulares, justificando o desenvolvimento de novas metodologias para 

solubilização e identificação de proteínas integrais de membrana, bem como o 

aprimoramento da eletroforese bidimensional, para a análise proteômica (Baharvand et 

al., 2007). 

 Confirmando os dados acima descritos, uma consulta ao banco de dados de 

estrutura de proteínas de membrana, atualizado em 15/04/08 revela que há somente 368 

arquivos de coordenadas de proteínas (com estrutura já determinada) sendo 157 de 

proteínas “únicas”, i.e, não homólogas, contra 46287 constantes do “Protein Data Bank” 

(dados atualizados em 09/04/2008), que inclui as globulares e de membrana. 

 
 

I.2 – Mitocôndria 

 

A organela responsável pela maior parte da produção da energia requerida por 

nossas células é a mitocôndria. A mitocôndria é uma organela semi-autônoma com 

genoma próprio que, em humanos, contém 37 genes dos quais: 2 codificam RNAs 

ribossômicos, 22 codificam tRNA transportadores e 13 codificam polipeptídeos dos 

complexos respiratórios I, III e IV e da ATP sintase (Vercesi, 1998). A mitocôndria 
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também é o centro de integração e propagação dos sinais de envelhecimento originados 

dentro da célula como danos no DNA, estresse oxidativo, fome, bem como oxidações 

geradas por xenobióticos (Kaufmann, 2000; Wang, 2001; Sas et al., 2007). 

A mitocôndria ocupa uma porção substancial do volume citoplasmático das células 

de eucariotos e é considerada essencial para a evolução dos animais mais complexos. 

Sem mitocôndria as células dos animais seriam dependentes da glicólise anaeróbia para 

obter todos os seus ATPs. Como somente uma pequena fração do total de energia livre 

da glicose é liberada quando a glicose é convertida até piruvato ou lactato, na 

mitocôndria o metabolismo do açúcar é completo (o piruvato é oxidado até CO2 e H2O 

dentro da mitocôndria, com gasto de O2), gerando quase 20 vezes mais ATPs do que o 

produzido pela glicólise anaeróbia. É também na mitocôndria que lipídios e outros 

nutrientes podem ser oxidados, aerobicamente (Ruiz-Romero et al., 2006; Pieczenik & 

Neustadt, 2007). 

 As mitocôndrias são organelas envoltas por duas membranas, uma externa e 

outra interna, que diferem entre si, não só na composição lipídica e protéica, como 

principalmente na função exercida dentro da célula. Ambas possuem um alto grau de 

ácidos graxos poliinsaturados, pertencentes aos dois mais freqüentes fosfolipídios de 

membrana (fosfatidilcolina e fosfatidietanolamina), que constituem aproximadamente 

75% dos fosfolipídios totais. Em menor proporção aparecem a cardiolipidina e o 

colesterol (Cullis & Hopes, 1985). Na membrana externa há em torno de 3% de 

cardiolipina e menos que 5% de colesterol, enquanto a membrana interna tem em torno 

de 18% de cardiolipina e menos que 3% de colesterol (Prasad, 1996). Essas 

membranas, além de altamente especializadas, criam dois compartimentos: a matriz 

interna e um espaço intermembranas bastante estreito (Figura 2). Se a mitocôndria for 

isolada, sendo gentilmente rompida e então fracionada nos seus componentes, a 

composição bioquímica de cada uma das suas membranas pode ser determinada (Sas 

et al., 2007). 

 O isolamento da mitocôndria e a conseqüente separação de seus compartimentos 

e membranas seguem um princípio básico que é o de colocar a organela em um meio de 

baixa osmolaridade, no qual o fluxo de água a intumesce e a sua membrana externa se 

rompe, liberando o conteúdo do espaço intermembranas. Nesse primeiro procedimento a 
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membrana interna continua intacta. Logo após é realizada uma centrifugação que deixa 

os conteúdos do espaço intermembranas em uma fração não sedimentada 

(sobrenadante) e o precipitado originado nessa centrifugação (membrana interna, matriz 

e membrana externa rompida) é transferido a um meio de alta osmolaridade, que causa 

o encolhimento da membrana interna, tal que uma outra centrifugação possa separar a 

membrana externa (sobrenadante). O precipitado dessa centrifugação é novamente 

centrifugado, permitindo finalmente a obtenção da membrana interna e dos componentes 

da matriz (Parsons et al., 1966).  

 Alguns protocolos como o descrito por Schägger (1995) foram propostos para a 

extração de proteínas da membrana interna da mitocôndria e seguem os princípios 

básicos desse método, mas com algumas modificações que possibilitam a exclusão de 

algumas etapas. 

 

Figura 2 – esquema dos compartimentos da mitocôndria humana. (Fonte: Logan, 2006 modificado) 

 

A membrana externa é rica em porinas, que somam 1% das proteínas mitocondriais 

totais, sendo altamente permeável. Isto confere ao espaço intermembranas uma 

composição iônica próxima a do meio citossólico. Ao contrário, a membrana interna é 

altamente seletiva, sendo permeável somente a O2, H2O e NH3; Quaisquer outros 
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metabólitos precisam de transportadores específicos para atravessar a membrana 

interna e chegar à matriz mitocondrial, (Haworth & Hunter, 1980; Berg et al., 2002; Sas et 

al., 2007). 

 Mitocôndrias são usualmente representadas como organelas cilíndricas 

alongadas, com diâmetro de 0,5-1µm. A coleta de imagens microscópicas em tempo real 

mostrou que mitocôndrias são organelas extraordinariamente móveis e plásticas, com 

constante mudança de formas e que se fundem e se separam (Frey & Manella, 2000). 

Estas organelas movimentam-se pelo citoplasma, sendo frequentemente vistas 

associadas a micro-túbulos, que podem determinar a orientação e a distribuição 

citoplasmática das mesmas, em diferentes tipos celulares (Duchen, 2004; Detmer & 

Chan, 2007). 

Atualmente, o proteoma da mitocôndria vêm sendo largamente investigado, 

alguns autores utilizam mitocôndria de células de eucariotos (Sickmann et al., 

2003), com alguma deficiência (Douette et al., 2005 e Richard et al., 2005) e até 

utilizam células de humanos (Ruiz-Romero et al., 2006). Muitas proteínas têm sido 

encontradas e algumas descritas, contribuindo para o desenvolvimento da 

proteômica mitocondrial. 

 

I. 2. a- Membrana mitocondrial interna 

A matriz e a membrana interna constituem as frações de maior importância da 

mitocôndria. A membrana mitocondrial interna (MMI) é altamente especializada. Como 

mencionado anteriormente, sua porção lipídica contém uma alta proporção de 

fosfolipídios “duplos” ou cardiolipina, que são importantes na determinação da fluidez da 

membrana, ajustando-a para ser de baixa permeabilidade a íons (Warren, 1987). Essa 

membrana também contém uma variedade de proteínas de transporte, que fazem a 

permeabilidade seletiva as pequenas moléculas que são metabolizadas (Duchen, 2004). 

  A MMI é altamente complexa, de maior extensão que a membrana mitocondrial 

externa e não-dobrável, formando uma série de cristas que se projetam para dentro da 

matriz (Figura 2). Essas projeções aumentam grandemente a área da membrana interna, 

tal que, numa célula de fígado, por exemplo, ela constitui cerca de um terço da área total 

de membranas da célula. Além disso, o número de cristas é três vezes maior em uma 
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mitocôndria de células de músculo cardíaco do que nas células de fígado, refletindo a 

maior demanda de ATP das células cardíacas. Há também uma diferença substancial 

nas enzimas mitocondriais em diferentes tipos de células, justificando estudos de 

proteoma em situações de repouso e atividade física, já que no exercício físico aumenta 

a demanda de ATP e a geração de espécies reativas de oxigênio (Alessio et al., 2000; 

Moynes et al., 2003). 

 Algumas membranas biológicas têm sido intensamente estudadas, devido a sua 

importância no organismo, bem como pela riqueza do seu proteoma. A MMI é rica em 

proteínas envolvidas no metabolismo celular, que correspondem a aproximadamente 

80% das proteínas totais dessa membrana (Daum, 1985). Embora a diversidade protéica 

na membrana mitocondrial interna não seja tão grande, comparada a de membranas 

plasmáticas como a de eritrócito, cujo número de proteínas revelado por técnicas 

avançadas de eletroforese 2D é estimado em cerca de 102 (Low et al., 2002), o estudo 

da MMI tem importância clínica direta, devido as diferentes doenças mitocondriais já 

descritas na literatura (Tabela 1). Estas patologias atingem todo o organismo, pois 

afetam a produção de ATP pelas células (Wallace, 1999). Os defeitos mitocondriais são 

complexos e ocorrem em diversas situações, incluindo doenças degenerativas, 

envelhecimento e câncer, e são transmitidos através de hereditariedade materna. A 

dificuldade em caracterizar uma doença mitocondrial reside no fato de que mutações no 

mtDNA podem produzir fenótipos similares entre si, o que torna mais fidedigna a 

classificação dessas doenças quando o defeito genético é mensurado através do 

proteoma expresso (Peterson, 1995; Wallace, 1999). 
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Tabela 1. Doenças relacionadas a proteínas de membrana da mitocôndria. 

 

Doenças Complexo Afetado Causas Sintomas Referências 

Neuropatia óptica 
de Leber (LHON) 

Complexo I (NADH -  
    CoQ redutase) 

Mutação do gene 
que codifica a 
NADH-
desidrogenase 6 

Cegueira repentina 
causada por lesão 
do nervo óptico. 

Luft (1995); 
Wallace, (1999); 
Carelli et al, 
(2007). 

Distonia Complexo I (NADH -  
CoQ redutase) 

Mutação do gene 
que codifica a 
NADH- 
desidrogenase 6 

Desordem dos 
movimentos, retardo 
mental, estatura 
baixa. 

Wallace, (1999); 
Carelli et al, 
(2007). 

Doença de Leigh Pode afetar diversos 
complexos 

Mutação do gene 
que codifica a 
subunidade 6 da 
ATPase, e outras 

Ataxia, hipotonia, 
atrofia óptica, 
oftalmoplegia, etc. 

Luft (1995); 
Wallace, (1999); 
Tanji et al, (2001); 
Vesela et al, 
(2004; Filosto et 
al, (2007). 

Miopatia 
mitocondrial com 
encefalopatia, 
acidose lática e 
episódios “stroke-
like” 

Complexo I e Complexo 
IV (Citocromo c oxidase) 

Mutação do gene 
que codifica o 
tRNALeu, entre 
outras 

Estatura baixa, 
demência em alguns 
casos, vômitos. 

Luft (1995); Brown 
e Squier, (1996); 
Tanji et al (2001); 
Betts et al, (2006); 
Filosto et al, 
(2007). 

Parkinson Complexo I Múltiplos fatores, 
genéticos e 
adquiridos 

Tremores, rigidez 
muscular, distúrbios 
posturais, acinesia. 

Mizuno, (1995); 
Schapira, (2007). 

Síndrome 
Kearns-Sayre 

Coenzima Q Deleção do DNA 
mitocondrial 

Oftalmoplegia, 
ataxia, 
hiperparatireoidismo,
estatura baixa, 
degeneração do 
pigmento da retina. 

Luft (1995); 
Wallace, (1999); 
Tanji et al, (2001); 
Betts et al, (2004); 
Filosto et al, 
(2007). 

Oftalmoplegia 
externa crônica e 
progressiva 

Complexo II e Complexo 
IV 

Deleção, rearranjo 
e duplicação do 
DNA mitocontrial 

Miopatia ocular, 
retinite pigmentosa e
disfunção no sistema
nervoso central. 

Luft (1995), 
Wallace, (1999); 
Pieczenik e 
Neustadt, (2007). 

Epilepsia do 
mioclonus e 
fibras vermelhas 
inacabadas 

Complexo I e Complexo 
IV 

Mutação de ponto 
no gene que 
codifica o tRNALys 

Epilepsia, ataxia 
progressiva, 
fraqueza e desgaste 
muscular, surdez e 
demência. 

Luft (1995);  
Wallace, (1999); 
Pieczenik e 
Neustadt, (2007). 

Deficiência de 
COX 

Complexo IV (Citocromo 
C oxidase) 

Mutação no gene 
SCO2 envolvido no
transporte de 
cobre através da 
membrana 
mitocondrial 
interna 

Encefalomiopatia 
fatal e 
cardiomiopatia 
hipertrófica. 

Goto et al, (1992), 
Clark et al, (1996), 
Vesela et al, 
(2004); Filosto et 
al, (2007). 
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I.2. b – Cadeia de Transporte de Elétrons 

A mitocôndria participa de várias vias metabólicas, mas sua principal função 

biológica é a produção de ATP, pelos complexos da cadeia respiratória e ATP sintase 

(DiMauro et al., 2003), num processo conhecido como fosforilação oxidativa. A seqüência 

de eventos das diversas reações que levam a produção de ATP envolve complexos de 

diferentes enzimas que formam a Cadeia Respiratória da Mitocôndria, constituída de 

proteínas e de um composto lipídico, a coenzima Q (Figura 3). Os componentes 

protéicos foram separados em quatro complexos sendo que alguns autores incluem a 

enzima ATP sintase como sendo o quinto complexo (Cooper et al., 1992): Complexo I 

(NADH-CoQ redutase), complexo II (succinato/Coenzima Q redutase), complexo III 

(citocromo c redutase), complexo IV (citocromo c oxidase) e complexo V (ATP sintase), 

todos localizados na membrana interna (Sabar et al., 2005).  

Os principais efeitos genéticos e ambientais nas disfunções mitocondriais estão 

associados à fisiologia dos complexos I a IV. Várias doenças neurodegenerativas, 

incluindo Alzheimer, doença de Parkinson, doença de Huntington e isquemias, têm sido 

ligadas a alterações estruturais e funcionais dos complexos da Cadeia Respiratória 

(Schapira, 2002; Filosto et al., 2007).  
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Figura 3 – Esquema da Cadeia de Transporte de Elétrons e ATP sintase (modificado de Duchen et al, 2004).  

 

Complexo I  

 O Complexo I (NADH-CoQ redutase) é constituído pela flavina mononucleotídeo 

(FMN) e proteínas ferro-enxofre. Ele é composto por, pelo menos, 26 subunidades 

protéicas (Cooper et al., 1992) e contém 7 dos 13 polipeptídeos codificados pelo mtDNA. 

Acredita-se que suas subunidades formam uma camada hidrofóbica, que protege a parte 

hidrofílica do complexo que compreende a FMN, as proteínas Fe-S e moléculas de 

quinona ( Schägger & Pfeiffer, 2001; Janssen & Nijtmans, 2006).  

 

Complexo II 

 O Complexo II (Succinato/Coenzima Q redutase) tem uma massa molecular de 

aproximadamente 130 kDa. Este complexo é constituído de uma parte periférica, exposta 

na direção da matriz mitocondrial, da qual fazem parte um domínio hidrofílico - 

constituído por uma flavoproteína - e uma subunidade protéica ferro-enxofre (contendo 
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2Fe-2S, 4Fe-4S e 3Fe-4S). O domínio membranar é constituído por dois polipeptídeos 

ligados a grupos heme (citocromo b560), os quais ligam as subunidades catalíticas à 

ubiquinona-CoQ (Ackrell, 2002; Wallace, 2007 ). 

 

Complexo III 

 O Complexo III (citocromo c redutase), de massa molecular aproximada de 500 

kDa, é constituído por uma proteína ferro-enxofre e pelos citocromos b e c1, possuindo 

11 subunidades protéicas (Saraste, 1999). 

 O citocromo C da cadeia respiratória mitocondrial é responsável pela 

transferência de elétrons entre o complexo III e o complexo IV. No entanto ele não é uma 

proteína integral de membrana. O citocromo C possui características estruturais que 

permitem sua mobilidade através da membrana, é hidrossolúvel e tem um reconhecido 

papel no mecanismo de apoptose mediado pela mitocôndria (Jiang & Wang, 2004). 

Apresenta-se fracamente ligado à membrana; expõe uma borda do grupo heme para o 

solvente e tem uma distribuição de cargas altamente positiva e conservada por toda 

borda do heme exposta, devido aos resíduos de lisina que lá se encontram (Schägger & 

Pfeiffer, 2001; Wallace, 2007).  

 

Complexo IV 

 O Complexo IV (citocromo c oxidase, ferrocitocromo c/O2 óxido-redutase) é o 

carreador final da cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria, responsável pela 

redução do oxigênio molecular. Esse complexo protéico têm número de subunidades 

protéicas variável entre os eucariotos, sendo 13 subunidades em humanos. Suas três 

principais subunidades e que formam seu centro catalítico, são codificadas pelo DNA 

mitocondrial, enquanto as outras subunidades são codificadas pelo genoma nuclear da 

célula. O complexo IV possui uma massa molecular de aproximadamente 200 kDa e é 

uma metaloproteína, sendo que duas de suas maiores subunidades estão envolvidas na 

ligação de íons cobre com os grupos heme (Shagger & Jaggow, 1991; Vesela et al., 

2004; Wallace, 2007).  

 

 



  INTRODUÇÃO  

12  

 

Complexo V (ATP sintase) 

 A ATP sintase é uma proteína de membrana com múltiplas subunidades e sua 

estrutura é a mais complexa da membrana interna da mitocôndria. Essa enzima possui 

duas grandes estruturas (Figura 4), uma proteína transmembranar insolúvel em água 

(Fo, onde se liga um inibidor, oligomicina), composta por aproximadamente 10 

subunidades que funcionam como canal protônico  e outra proteína hidrossolúvel, que se 

encontra localizada no lado da membrana voltada para a matriz mitocondrial (F1), 

composta por cinco subunidades e que contém o componente catalítico (Saraste, 1999). 

A ATP sintase, possui uma massa molecular de aproximadamente 600 kDa (Shagger & 

Jaggow, 1991; Weber, 2007). 

     
Figura 4 – Estrutura da Enzima ATP sintase (α,β,δ,ε,γ, a, b e c são subunidades do complexo). (Fonte: Weber, 

2007 modificado) 

 

I. 3 – Eletroforese 

 

I. 3.a – Eletroforese Nativa 

Um dos métodos mais amplamente utilizado para a separação em gel nativo de 

proteínas foi desenvolvido por Laemmli e colaboradores em 1970, no qual a composição 
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dos géis e dos tampões é igual ao método desnaturante com a retirada do surfatante 

SDS. Com isso, é um método que induz uma separação por carga, pois uma das funções 

do SDS, era conferir uma carga uniforme às proteínas, para que houvesse uma migração 

igual, ocorrendo a separação por massa molecular. 

Para o estudo da membrana mitocondrial interna, principalmente para elucidação 

dos complexos pertencentes à cadeia de transporte de elétrons, Schägger e von Jagow 

(1991) desenvolveram uma técnica chamada Blue Native eletroforese (BN-PAGE), 

desenhada especialmente para estudo dos complexos da cadeia oxidativa mitocondrial e 

que permite separar os complexos sem dissociá-los em seus polipeptídeos constituintes, 

usando dodecil-β-D-maltosídeo como surfatante (Nijtmans et al., 2002). 

O estudo molecular dos complexos enzimáticos envolvidos na fosforilação oxidativa 

do ATP se beneficiou consideravelmente com esta técnica de eletroforese em 

poliacrilamida (BN-PAGE) capaz de separar os complexos protéicos mitocondriais. Este 

sucesso deve-se, em grande parte, ao uso do corante Azul de Serva G, que confere uma 

carga uniforme às proteínas, sem desnaturá-las, além do uso do ácido aminocapróico na 

solubilização das proteínas de membrana (Schägger et al, 1991). Sob essas condições 

obtém-se a primeira dimensão da separação eletroforética dos complexos da cadeia de 

transporte de elétrons, com manutenção de suas atividades catalíticas, após extração 

dos spots dos géis (Coster et al., 2001). Desta forma a BN-PAGE constitui uma 

modalidade de eletroforese para separação de proteínas nativas com muitas aplicações 

na preparação (oferece uma escala analítica de quantidade de miligramas de proteínas 

por gel, na purificação final) e no isolamento de proteínas de membranas biológicas 

(Schägger, 1995). 

Apesar do dodecil-β-D-maltosídeo ter se mostrado eficaz na solubilização da 

membrana mitocondrial interna, a parte da solubilização da preparação para a BN-PAGE 

mostrou-se crítica e altamente dependente da natureza e concentração do surfatante 

(Eubel et al., 2004), tal que um excesso de surfatante pode perturbar o complexo 

protéico, que se perde durante o processo de extração e não aparece no gel (Sabar, 

2005). 

 A eletroforese em condições nativas permite o estudo funcional dos complexos da 

MMI. No entanto, uma melhor resolução na separação de proteínas da membrana 
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pressupõe o uso de surfatantes mais potentes, em geral levando à desnaturação da 

proteína purificada. As técnicas em condições desnaturantes têm a vantagem de permitir 

a atribuição de maior número de proteínas – aumentando a resolução do gel 2D - sendo 

de grande interesse para separação dos spots e identificação do proteoma membranar, 

em associação com espectrometria de massas (Zuobi-Hasona et al., 2005). 

 

I. 3. b – Eletroforese Bidimensional 

 A técnica mais usada na análise global do proteoma é a eletroforese 

bidimensional (2D), com focalização isoelétrica e gel de poliacrilamida, IEF / SDS-

PAGE. Na primeira etapa da técnica as proteínas são separadas por focalização 

isoelétrica (IEF) e então são adicionadas ao gel (SDS-PAGE), para separação por 

massa molecular. As proteínas separadas são visualizadas por bandas (ou spots), 

que podem conter uma ou mais proteínas. A identificação de proteínas individuais, 

no gel de poliacrilamida de uma ou duas dimensões tem tradicionalmente sido 

cumprida com o uso de co-migrações com proteínas conhecidas, usadas como 

padrão (Haynes et al., 2000).  

A eletroforese 2D tem sido usada como método fundamental de separação e 

identificação de proteínas em projetos de proteoma, pois pode ser usada para visualizar 

um grande número de proteínas, simultaneamente e em formatos diferenciais (Haynes et 

al., 2000; Low et al., 2002; Braun et a., 2007). 

No entanto, a eletroforese 2D apresenta ainda algumas desvantagens que são: 

longo tempo de experimento e difícil visualização de proteínas hidrofóbicas. De fato os 

géis tipicamente requerem no mínimo 24 h de corrida e, por razões práticas, são 

freqüentes as corridas de vários dias. As proteínas hidrofóbicas, principalmente aquelas 

de alta massa molecular, são um problema na resolução dos géis 2D, tendo em vista que 

a presença do SDS é incompatível com o sucesso da primeira dimensão (focalização 

isoelétrica), sendo necessário o uso de surfatantes moderados, como o CHAPS, para 

solubilizá-las (Braun et al, 2007). 
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I. 4- Solubilização de membranas biológicas e suas proteínas 

 

Um conhecimento detalhado das funções das proteínas de membrana é essencial 

para o entendimento dos mecanismos de reconhecimento e adesão celular, ação 

hormonal, transporte seletivo e até mesmo para aplicações farmacológicas como a 

entrega seletiva de drogas (“drug-delivery”). A preparação de membranas biológicas, sua 

desestabilização e solubilização são os primeiros passos no isolamento e caracterização 

da estrutura e função dos componentes de membrana. Na maioria dos casos a 

solubilização é alcançada pelo uso de surfatantes e sua escolha é um ponto crítico 

quando se quer isolar um componente particular da membrana na forma pura e funcional 

(Jones, 1999; Privé, 2007). 

 A ação de surfatantes clássicos em sistemas biológicos, como agentes 

solubilizadores de membrana (promotores de lise) ou ainda como extratores de 

componentes hidrofóbicos (proteínas e lipídios) tem sido largamente estudada (Helenius 

et al, 1975; Lichtenberg, 1985, Lichtenberg et al., 2000; Brener et al., 1995; Lasch, 1995; 

Minuth et al., 1995; Galembeck et al, 1998,Jones, 1999; le Maire et al., 2000; Preté et al., 

2002a, b). 

 Em geral, surfatantes não-iônicos como polioxietilenos solubilizam proteínas de 

membrana sem afetar características estruturais importantes. No entanto mesmo entre 

os não-iônicos da série dos octilglicosídeos e éteres de polioxietileno, notou-se que 

análogos de cadeia alquila curta (C7–C10) são mais desnaturantes do que seus 

correspondentes com uma cadeia alquila intermediária (C12-C14) (le Maire et al., 2000). 

 Os surfatantes zwiteriônicos normalmente são mais desnaturantes do que os não 

iônicos, porém em alguns casos podem substituir os polioxietilenos em estudos 

estruturais das proteínas de membrana (le Maire et al., 2000). 

Os surfatantes iônicos, como o SDS, são eficientes solubilizadores, mas na maioria 

dos casos acabam desnaturando as proteínas. Portanto, seu uso é pouco relevante no 

isolamento de proteínas/glicoproteínas funcionais (Jones, 1999; Privé, 2007). 

Sais biliares (aniônico) e CHAPS (zwiteriônico), caracterizados por seus baixos 

números de agregação, causam menor desnaturação protéica do que outros surfatantes 
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de cadeia alquila e mesmo grupo hidrofílico. Esses surfatantes, que apresentam 

estruturas similares aos esteróides, são freqüentemente usados em reconstituição devido 

aos seus altos valores de CMC (da ordem de milimolar) (Prive, 2007). 

O processo de solubilização da membrana pode ser caracterizado por uma 

transição dos lipídios, de uma fase lamelar para uma micelar, de acordo com a hipótese 

de 3 estágios (Lichtenberg et al., 2000): I- monômeros do surfatante particionam na 

bicamada fosfolipídica; II- membranas fosfolipídicas saturadas pela incorporação do 

surfatante coexistem em equilíbrio termodinâmico com micelas mistas (fosfolipídios-

surfatante) saturadas por fosfolipídios e III- o fosfolipídio é totalmente solubilizado em 

micelas do surfatante. A Figura 5 resume as etapas desse processo de  solubilização.  

A eficiência de um surfatante no processo de solubilização está associada à sua 

capacidade de penetrar e atravessar a membrana. Dessa forma as características 

hidrofílicas e hidrofóbicas podem influenciar a difusão transversal ou “flip-flop” dos 

surfatantes na bicamada. Triton X-100 e C12E8, além de outros polioxietilenos, 

apresentam um rápido “flip-flop” enquanto que surfatantes com grupos mais hidrofílicos 

como SDS e dodecilmaltosídeo se solubilizam muito lentamente membranas 

lipossomais, por apresentarem um “flip-flop” mais lento na bicamada (Kragh-Hansen et 

al., 1998; le Maire et al., 2000). 

 Proteínas do citoesqueleto normalmente não interagem com surfatantes não-

iônicos, mas devido a suas interações com componentes das membranas celulares 

podem modificar a solubilização de proteínas integrais ou formar complexos com 

proteínas de membrana, depois da solubilização. A habilidade dos surfatantes em extrair 

proteínas integrais de membranas biológicas é geralmente casual, em relação à sua 

capacidade de solubilizar os lipídios da membrana. A remoção de uma parte significativa 

dos lipídios pelo surfatante ocorre simultaneamente com a formação de um revestimento 

protetor da parte hidrofóbica da proteína antes incrustada na membrana, feito por 

moléculas do surfatante (le Maire et al., 2000; Privé, 2007). 
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Figura 5- Esquema dos possíveis eventos envolvidos com um anfifílico surfatante sobre uma membrana 

biológica (adaptado de Privé, 2007). 

 

A escolha dos surfatantes usados neste estudo foi feita de acordo com uma revisão 

na literatura (Tabela 2), levando-se em conta o tipo e a concentração dos surfatantes 

usados nos ensaios de eletroforese de proteínas de membrana. Assim, decidimos 

utilizar:  

1 - dodecil-β-D-maltosídeo (DM) 10%: comumente usado e descrito na literatura 

como eficaz na solubilização da membrana mitocondrial interna sendo, portanto, usado 

como padrão para comparação com o uso de outros surfatantes. 

2 – Colato de sódio 2%: este sal biliar é descrito na literatura como um bom 

solubilizador de ATPases e de receptores de membrana. 

3 – Digitonina 3%: um surfatante estereoídico que já foi utilizado em testes com 

membranas mitocondriais e é descrito na literatura como bom solubilizador de proteínas 

de membrana celular de eucariotos. 

4- C12E8 2%: surfatante não-iônico amplamente empregado como solubilizador de 

ATPases. 

5 – Triton X-100 2%: surfatante não-iônico clássico, largamente utilizado na 

solubilização de proteínas de eucariotos, procariotos e de receptores. 

6- CHAPS 4%: surfatante zwiteriônico clássico, amplamente utilizado na 

solubilização de ATPases, proteínas de membrana de eucariotos e procariotos e de 

receptores de membrana. 
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7 – ASB-14 e ASB-16, a 2%: novos surfatantes zwiteriônicos, especialmente 

desenvolvidos para melhorar processos de extração por eletroforese, recentemente 

estudados em nosso laboratório (Domingues, 2004; Martins, 2007). 
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Tabela 2 – Surfatantes usados para solubilização de enzimas, receptores e outras proteínas de membrana. 

 

Surfatantes ATPase 
Proteínas de 
eucariotos 

Proteínas de 
Procariotos Quinases Receptores 

Citocromo c 
oxidase 

SDS X X X  X  
Alquil maltosídeo  X    X 
Sal Biliar (colato) X X   X X 

Digitonina  X   X  
C12E8 X X     
C10E8   X    
NP-40 X X  X X X 

Triton X-100 X X X  X X 
Triton X-114 X X X  X X 

NGP(1,4-butenediol)   X    
NOGA (n-Octanoil-β-D-glucosilamina)   X    

ß-DM (β-D-maltosídeo)  X X    
CHAPS X X X  X  

CHAPSO  X      
ASB 14  X X  X  
ASB 16  X   X  
SB 3-10  X X  X  

Associação: Triton X-100+SDS   X    
Associação: Triton X-100+ASB-14   X    

Associação: CHAPS+SB 3-10   X    
Associação: ASB-14+CHAPS   X    

Referências 
1, 33, 35, 

38, 39,45 2 – 21, 42, 44 22-28, 32 29 

30, 34, 37, 

40, 41, 43 31, 36, 40, 42 

1-Santos et al, 2002; 2- Zhang et al, 2005; 3- Antonenkov et al, 2005; 4- Bumgarner et al, 2005; 5- Lizotte et al, 2005; 6- Kuryakov et al, 2005 7- Stickney et al, 
04; 8- Low et al, 2002; 9- Herbert, 1999;  10- Henningsen et al, 2002; 11- Olivieri et al, 2001; 12- Konishi et al, 2005; 13- Lee et al, 2005; 14- Bruschi et al, 
2005; 15- Vesela et al, 2004; 16- Coster et al, 2001;   17- Schägger, 1995; 18- Zerbetto et al, 1997; 19- Schulenberg & Patton, 2004; 20- Molnar et al, 2004; 21- 
Wittig & Schägger, 2005; 22- Schluesener et al, 2005;  23 – Aivaliotis et al, 2004;  24- Zuobi-Hasona et al, 2005; 25- Twine et al, 2005; 26- Molloy et al, 1999; 
27- Pávková et al, 2005; 28- Nandakumar et al, 2005;  29- Zhu et al, 2005; 30- Berger et al, 2005./ 31- Rosevear, 1980; 32-Abidi et al, 1984; 33- Cornelius et al, 
1984; 34- Dencher et al, 1978; 35-Dreyfus et al, 1984; 36- Hill et al, 1986; 37- Houssin, 1985; 38-McEnery et al, 1984; 39- McIntosh, 1985; 40-Robinson et al, 
1985; 41-Stubbs et al, 1976; 42- Tiruppathi et al, 1986; 43- Triscott et al, 1986; 44-Wallace et al, 1986; 45- Yu et al, 1985. 
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I. 5- Surfatantes  
 

Surfatantes são moléculas anfifílicas, também chamadas de tensoativos ou 

detergentes, que formam agregados em água. Termodinamicamente, os surfatantes 

operam reduzindo a tensão superficial de uma interface e aumentando sua área de 

contato, sob pressão e temperatura constantes (Attwood & Florence, 1983; le Maire et al, 

2000). A região polar ou hidrofílica da molécula pode ser carregada ou simplesmente 

formar ligações de hidrogênio com a água. A porção hidrofóbica é normalmente uma 

cadeia de hidrocarboneto flexível e se agrega na água, devido a interações hidrofóbicas 

(Tanford, 1980). Essas propriedades permitem que os surfatantes – na sua forma 

agregada (em geral, micelas) sejam solúveis em água. A natureza dual dessas 

moléculas é responsável pelos fenômenos de surfatação, micelização e solubilização de 

proteínas e lipídios de membrana (Attwood & Florence, 1983; Bhairi, 2001; Privé, 2007).  

A característica fundamental do comportamento dos surfatantes reside na 

capacidade de formar micelas. Micelas podem ser definidas como agregados 

coloidais, estáveis termodinamicamente, espontaneamente formados acima de 

uma estreita faixa de concentração, em temperaturas acima da temperatura 

micelar crítica e na presença de água (Helenius et al., 1975). Os monômeros 

começam a exibir uma agregação quando atingem uma faixa de concentração 

que é característica para cada surfatante. A estreita faixa de concentração em que 

as primeiras micelas são formadas é chamada de concentração micelar crítica, ou 

CMC (Tanford, 1980). Outras características importantes relativas à associação 

molecular dos surfatantes são: o número de agregação (nº. monômeros por 

micela), o tamanho das micelas e o balanço hidrofílico-lipofílico (HLB), que varia 

entre 1 a 20 e  reflete a fração ocupada pela cabeça polar em relação a cauda 

hidrofóbica da molécula, quanto maior o número de HLB, mais lipofílico é o 

surfatante  (Griffin, 1949). 

Os surfatantes ou detergentes apresentam combinações variadas dos grupos 

hidrofóbicos e hidrofílicos constituindo diversos tipos destes compostos. Em função da 
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natureza do grupo hidrofílico (cabeça polar), eles podem ser classificados como 

catiônicos, aniônicos, zwiteriônicos e não-iônicos (Bhairi, 2001). 

 

I. 5. a -  Surfatantes não-iônicos 

Os surfatantes não-iônicos não contêm carga, mas apresentam grupos 

altamente hidrofílicos na cabeça polar. Em geral, a porção polar da molécula é 

formada por polioxietilenos ou grupos glicosídios (Ex: Brij, Triton X-100, Tween 

CxEy, dodecyl-β-D-maltosídeo, digitonina) esses surfatantes são melhores para 

quebrar interações entre lipídios e entre lipídios e proteínas, do que as interações 

entre proteínas. Por isso eles são considerados surfatantes moderados ou não-

desnaturantes e são amplamente usados no isolamento de proteínas de 

membrana, em suas formas biologicamente ativas (Mattsson et al., 1994). 

 Dentre os surfatantes não-iônicos temos os alquil glicosídeos (ex.: dodecil-

β-D-maltosídeo – ver Figura 6a) que tem se tornado bastante populares na 

solubilização de membranas por diversas razões: i) porque são homogêneos em 

relação à sua composição e estrutura e, ii) porque permitem muitas variações de 

alquil glicosídeos, com diferentes combinações na cadeia de hidrocarbonetos 

(cadeias cíclicas ou lineares) e o grupo de açúcar polar pode ser facilmente 

sintetizado, em forma pura (Bhairi & Mohan, 2007). 

 

 

a)                         

 





  INTRODUÇÃO  

23  

formando os surfatantes de sais biliares de primeira e segunda passagem pelo 

fígado, como taurocolato e glicocolato (Bhairi, 2001). 

 Como em surfatantes iônicos, o tamanho das micelas é influenciado pela 

concentração do íon. Devido ao baixo pKa (5-6) e baixa solubilidade dos sais 

biliares não conjugados (colato, desoxicolato e ursodesoxicolato) sua utilidade é 

limitada ao pH alcalino. Por outro lado, o pKa dos sais biliares conjugados é muito 

baixo e, por isto eles podem ser usados em uma larga faixa de pH (Alba et al., 

1995, Bhairi & Mohan, 2007).  

 

Colato 

 

Figura 7 - Estrutura química do surfatante colato, um sal biliar utilizado nesse estudo. 

 

 

I. 5. c - Surfantantes zwiteriônicos  

Os surfatantes zwiteriônicos são os únicos que apresentam propriedades 

combinadas de surfatantes iônicos e não-iônicos, de acordo com o pH do meio. Como os 

não-iônicos, não apresentam uma carga líquida; têm baixa condutividade e mobilidade 

eletroforética e não se ligam em resinas de troca iônica (Ex: CHAPS, SB 3-10, ASB). 

 

Família das amidosulfobetaínas (CHAPS, ASB-14 e ASB-16).   

 Os surfatantes zwiteriônicos do grupo amidosulfobetaína, contendo cadeia 

alquil com 14 e 16 átomos de carbono (ASB-14 e ASB-16, respectivamente), 

foram sintetizados por Chevallet et al. (1998) para emprego em processos de 
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solubilização de proteínas de membrana (Molloy et al., 1999; Henningsen et al., 

2002). Como os não-iônicos, eles não possuem carga líquida em pH fisiológico e 

não tem condutividade, mas, como os iônicos, são eficientes na quebra das 

interações entre proteínas (Fricke et al., 2000). Em nosso laboratório estudamos o 

efeito dos ASB-14 e ASB-16 na solubilização de proteínas de eritrócito, 

quantificando o efeito lítico e comparando a resolução da eletroforese 2D com o 

do surfatante CHAPS (Domingues, 2004, Domingues et al., 2007). 

a) 
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Figura 8- Estrutura química dos surfatantes zwiteriônicos do tipo amidosulfobetaínas utilizados nesse estudo:

ASB14 (a), ASB16 (b) e CHAPS (c).  

 

A Tabela 3 traz algumas propriedades físico-químicas dos surfatantes acima 

citados. 
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   Tabela 3 -  Propriedades Físico-Químicas de surfatantes estudados nesta dissertação. 

 
Surfatante 

Massa 
Molecular 

CMC 
(mM) 

Número de 
Agregação 

 
HLB 

Dodecil-β-D-maltosídeo 510,6 0,1-0,6a 98a 13,4g 
C12E8 538,8 0,11a 123a 13,1d 
Triton X-100 631,0 0,25a 100-155a 13,5e 
Digitonina 1229,3 0,5i 5-6a 13,7d 
CHAPS 614,9 6 - 10 c 4 -14   8,2f 
ASB-14 434,7 0,1 b ----- 11,6f 
ASB-16 462,7 0,01 b ----- 10,9f 
Colato de sódio 430,6 13 h 10h   1,6d 

a Bhairi (2001)  ;b Valores determinados em água (Domingues, 2004); c Valores determinados em água; d Cálculado 
segundo Neugebauer, 1994, 1988; eRohm & Haas, 1986; fCalculado de acordo com Griffin (1949); g Niraula et al, 2004; 
hJones et al, 1999; ihttp://psyche.uthci.edu/shaun/SBlack/detergnt.html#ni-det 
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II - Objetivos 

 

Analisar diferentes métodos de solubilização de proteínas da membrana 

mitocondrial interna, através do uso de diferentes surfatantes (dodecíl maltosídeo, 

CHAPS, ASB-14, ASB-16, Digitonina, C12E8, Triton X-100 e Colato de sódio), na 

separação por eletroforese nativa e bidimensional. 

 

  

Objetivos específicos: 

 

 Estabelecer um protocolo para eletroforese em gel nativo de proteínas de 

membrana mitocondrial interna de rato, adequado as condições da amostra; 

  

 Avaliar a eficiência dos surfatantes na solubilização de proteínas da membrana 

mitocondrial interna, na extração da amostra antes e depois da eletroforese; 

 

 Avaliar a seletividade de cada um dos surfatantes pelos complexos protéicos 

presentes na membrana mitocondrial interna, em gel nativo; 

 

 Determinar uma concentração ideal para os surfatantes testados, que 

solubilize as proteínas da membrana mitocondrial interna  para uma melhor visualização 

em eletroforese bidimensional.  
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III- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

III.1 - Surfatantes 

 

Os surfatantes ASB-14 e ASB-16 foram adquiridos da Calbiochem (La Jolla, 

EUA) e os surfatantes Dodecil maltosídeo, Digitonina, CHAPS, Triton X-100, C12E8 

e Colato foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).  

 

III. 2 - Animais 

 

 Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, de aproximadamente 

300-350g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp. Durante o período 

que precedeu o experimento os ratos foram mantidos em ambiente controlado 

(18º-22ºC e fotoperíodo invertido de 12 horas), sendo providos de ração e água ad 

libitum. Os experimentos realizados seguiram os Princípios Éticos em 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) sendo o protocolo de extração do material biológico nº 1023-1, 

aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) do Instituto 

de Biologia, da Unicamp. 

 

III. 3 - Preparação e Extração da Amostra 

 

 Para a preparação das amostras foi utilizado o músculo gastrocnêmio (porção 

vermelha ou branca). Após os animais serem anestesiados com hidrato de cloral (10%), 

os músculos foram extraídos e colocados sobre um papel de filtro para remoção de 

vestígios de gordura e tecido conjuntivo. Após esse procedimento, os músculos foram 

imersos em nitrogênio líquido e conservados a -70ºC até realização dos experimentos, 

ou foram utilizados imediatamente para a obtenção do homogenato. Após a extração dos 

músculos, os animais foram sacrificados. 
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 O método utilizado para a preparação do homogenato foi uma versão modificada 

daquele originalmente descrito por Schägger et al (1991), onde 30mg de músculo foram 

cortados em pequenos pedaços e então imersos em 2mL de meio contendo tampão 

MOPS 20mM, sacarose 440mM, EDTA 1mM e PMSF (fenilmetanosulfonilfluorídeo) 5mM, 

pH 7,2. Em seguida os músculos foram homogeneizados em aparelho tipo Polytron (em 

velocidade máxima por 10 s), à temperatura de 0ºC. O homogenato foi então submetido 

a uma ultracentrifugação (20000 x g, 20 min) para sedimentação do material desejado 

(membranas e células rompidas). O sobrenadante, contendo proteínas solúveis, foi 

descartado. O precipitado foi ressuspenso em 30µL de surfatante (dodecil-β-D-

maltosídeo, colato, digitonina, C12E8, Triton X-100, CHAPS ASB-14 ou ASB-16) e 80 µL 

de solução contendo ácido aminocapróico (1M) e tampão bis-tris 50mM, pH 7,0. Após 

esse tratamento, a solução foi novamente submetida a uma ultracentrifugação (100000 x 

g, 35 min), na qual a fração da membrana mitocondrial interna permaneceu no 

precipitado e as proteínas solubilizadas no sobrenadante. A porção de membrana foi  

novamente tratada com surfatante e submetida a ultracentrifugação por mais duas vezes. 

Os sobrenadantes foram armazenados em alíquotas para os experimentos. Os 

procedimentos de extração da amostra foram efetuados a 4º C.  

 

III. 4 - Dosagem Protéica 

 

A dosagem de proteínas foi realizada de acordo com o método de Lowry et al. 

(1951) utilizando uma curva-padrão de soro albumina bovina (BSA). As amostras foram 

utilizadas logo após o preparo ou então congeladas a –70ºC para os testes de 

solubilização de proteínas de membrana através de eletroforese. 

Os dados obtidos pela dosagem foram tratados, bem como a curva padrão 

(Figura 9) foi construída através do Programa Microsoft Origin 6.0.  
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III. 5.a – BN-PAGE: MÉTODO DE SHÄGGER & VON JAGOW 

Essa eletroforese, em condições não desnaturantes, foi realizada conforme o 

protocolo descrito por Schägger & Von Jagow (1991). O gel de estoque foi feito na 

concentração de 3% de acrilamida, e o gel de corrida em um gradiente de 

poliacrilamida de 5% a 11%.  Uma quantidade das amostras (10µL) foi aplicada 

em 10µL de Comassie Blue G 5%, diluído em ácido aminocapróico 750 mM 

(usado para a solubilização de proteíns de membrana, substituindo o cloreto de 

sódio que é imcompatível com o gel de poliacrilamida), Bis-Tris 50 mM e EDTA 

0,05mM, sendo o total de 20µL aplicados no gel. Os tampões de corrida foram: 

Tricina 0,5M e Bis-Tris 0,15M pH 7,0 (tampão de cátodo 1), Tricina 0,5M, Bis-Tris 

0,15M com Comassie Blue 0,02% pH 7,0 (tampão de cátodo 2), diluídos 1:10 (1 

de tampão em 10 de água) e Bis-Tris (0,5M) pH 7,0 diluído 1:10 (tampão para o 

ânodo). Após aplicação da amostra no gel, a tensão elétrica foi fixada em 100V 

até a amostra atravessar o gel de estoque. Em seguida, o tampão corado (tampão 

de cátodo 2) foi trocado por outro tampão idêntico mas sem corante (tampão de 

cátodo 1), e a tensão elétrica foi ajustada para 170V; após 2 h de corrida, ela foi 

alterada para 350V, e mantida até o final da corrida. 

 

III. 5. b – Método de Laemmli e colaboradores 

 Essa eletroforese em condições não desnaturantes foi realizada conforme o 

protocolo descrito por Laemmli et al (1970). O gel de estoque foi feito na 

concentração de 3% de acrilamida e o gel de corrida na concentração de 5% e 

7%. Uma quantidade  das amostras (10µL) foi aplicada em 10µL de tampão de 

amostra contendo glicerol, tampão Tris 1M pH 6,8 e Azul de bromofenol, sendo 

20µL aplicados no gel. O tampão de corrida empregado foi: Tris 250 mM e Glicina 

1,9 M pH 8.3, diluído 1:10 (1 de tampão de corrida diluído em 10 volumes de 

água). Após a aplicação, a tensão elétrica foi fixada em 100V e a corrente elétrica 

em 25 mA por gel, até o final da corrida. 
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III. 5. c – Novo protocolo proposto 

 Essa eletroforese em condições não desnaturantes foi realizada utilizando 

características dos dois métodos anteriormente descritos. O gel de estoque foi 

feito na concentração de 3% de acrilamida e o gel de corrida na concentração de 

7%. Cada amostra extraída (10µL) foi corada com 10µL de Comassie Blue G 250 

5% diluído em ácido aminocapróico 750 Mm, Bis-Tris 50 mM e EDTA 0,05mM 

sendo 20µL aplicados no gel. O tampão de corrida foi: Tris 250 mM e Glicina 1,9 

M pH 8.3, diluído 1:10 (1 de tampão em 10 de água). Após a aplicação, a tensão 

elétrica foi fixada em 100V e a corrente elétrica foi fixada em 25 mA por gel, até o 

final da corrida. 

 A Tabela 4 resume as composições dos géis, de acordo com cada protocolo 

utilizado. 
Tabela 4 – Composições dos géis de corrida, stacking e de amostra, entre os métodos de Laemmli (1970), 

Schagger & von Jagow (1991)  e novo protocolo aqui proposto  (grifado com cor cinza).  

 Laemmli e colaboradores Schägger & von Jagow 
Gel de Corrida e 
Gel de Estoque 

 

Acrilamida-Bis 30:0,8 (30 g de 
Acrilamida e 0,8 de 
metilenebisacrilamida). 
Tampão Tris 1M, pH 6,8 a 8,8 
Água 
TEMED (tetrametilenodiamina) 
10% Solução de Persulfato de Amônio

 
 

Acrilamida-Bis 48:1,5 
Tampão Bis-Tris 150mM H 7,0 
Ácido Aminocapróico 1M pH7,0 
Glicerol 
TEMED (tetrametilenodiamina) 
10% Solução de Persulfato de 
Amônio 
Água 

 
Tampões de 
 Corrida 

Tampão Tris-glicina (Tris 250mM,  
            glicina 1,9M, pH 8,3) 
      diluídos 1:10 em água 

Tampão de ânodo: Bis-Tris 50mM, 
pH 7,0 
Tampão de Cátodo A: Tricina 
50mM, Bis-Tris 15mM, pH 7,0 
Tampão de Cátodo B: Cátodo A 
mais 0,02% de Corante Comassie 
blue G 250  

Tampão de 
 Amostra 

Tris 1M  pH 6,8 
Glicerol 

 

Ácido Aminocapróico,750mM 
Bis-Tris 50mM 
EDTA0,05mM 
5% de corante Comassie blue G 
250  
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III. 6 - Testes Enzimáticos 

 

 Os testes de atividade dos complexos foram realizados de acordo com o protocolo 

de Zerbetto et al. (1997) e van Coster et al. (2001) com pequenas modificações nos 

métodos de ensaio enzimáticos específicos, sendo que a formação dos produtos foi 

medida colorimetricamente. Os géis nativos foram feitos em duplicata de forma que foi  

possível realizar os testes dos complexos, separadamente. 

Os géis foram lavados duas vezes (10 minutos por lavagem) com tampão Tris 2mM, 

pH 7.4. Depois foram incubados durante 12 h em suas respectivas soluções, diluídas 

1:10 em temperatura ambiente. Após isso, os géis foram fixados por 15 min em 50% de 

metanol e 10% de ácido acético, exceto no caso do complexo V, que foi lavado com 

água destilada. 

 A atividade do Complexo I foi avaliada após a incubação com solução contendo 

0,1 mg/mL de NADH, 2mM Tris/HCl e 2,5 mg/mL de cloreto de tetrazólio nitro azul, pH 

7,4. A coloração púrpura na banda que se apresenta em torno de 750 kDa, 

correspondente a NADH desidrogenase. A coloração indica que a atividade enzimática 

do Complexo I foi mantida, pois reflete a formação de cristais derivados da redução do 

NBT, que serve como um aceptor de hidrogênio proveniente do NADH (Sabar et al, 

2005). 

 A atividade do Complexo V (ATPase) foi avaliada após a incubação do gel em 34 

mM Tris, 270 mM de glicina, 14mM MgSO4, 0,2% Pb(NO3)2 e 8mM de ATP, pH 7,8. A 

coloração clareada na banda que se apresenta em torno de 600 kDa, sugere que a ATP 

sintase se mantem ativa, já que a reação enzimática medida é específica, e se baseia na 

precipitação do nitrato de chumbo pelo fosfato inorgânico produzido durante a hidrólise 

de ATP (Sabar et al, 2005). 

 Após esses procedimentos, quando houve a reação enzimática, os géis foram 

escaneados e analisados através desses níveis de coloração e comparados com os 

resultados de testes enzimáticos descritos na literatura (Molnar et al., 2004; Sabar et al., 

2005). 
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Imediatamente após o término da focalização isoelétrica as fitas IPG foram 

equilibradas para a segunda dimensão (SDS-PAGE) ou congeladas a -70ºC. 

As fitas IPG foram equilibradas em duas etapas: a primeira durante 10 min 

em tampão contendo 6 M de uréia, 30% de glicerol, 2% de SDS, 50 mM de Tris-

HCl (pH 8,8) e 1% de DTT e a segunda, durante 12 min no mesmo tampão, 

substituindo-se DTT por 2,5% de iodoacetamida. Em seguida as fitas IPG foram 

transferidas para a segunda dimensão (SDS-PAGE) nas condições descritas no 

item III.7, porém com gel de 16 cm. A coloração foi feita por impregnação com 

prata (Blum et al., 1987). 

 

III. 9 – Coloração por Comassie Blue 

 

 Ao término das corridas, os géis nativo e desnaturante, com exceção do gel de 16 

cm (eletroforese bidimensional), foram imersos em solução corante contendo 50% de 

metanol, 10% de ácido acético glacial e 0,075% de Comassie Blue (R250) por 2 horas. 

Depois de removida a solução corante, os géis foram imersos em solução descorante 

contendo 50% de metanol e 10% de ácido acético glacial, até se obter uma boa 

resolução das bandas. 
 

III. 10 - Análise de Imagens 

 

 A detecção de “spots” dos géis bidimensionais foi feita através do software Image 

Master 2D Platinum (versão 6.0), da Amersham Biosciences. 

 

 III. 11 – Análise dos Surfatantes 

  

III.11.a -  Eficiência 

Após a extração das proteínas de membrana, uma alíquota foi separada para os 

testes de dosagem protéica, antes de sua utilização em eletroforese. 
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Para comparar a habilidade dos diferentes surfatantes em extrair proteínas da 

MMI o parâmetro de Eficiência foi calculado, de acordo com a seguinte equação, para 

fins comparativos (Berger et al., 2005 adaptado):  

 

              

O dodecil maltosídeo foi utilizado para comparação por ser o surfatante de 

escolha por diversos pesquisadores (Schägger, 1995; Zerbetto et al., 1997; Coster et 

al., 2001; Molnar et al., 2004; Vesela et al., 2005), permitindo assim a comparação dos 

resultados obtidos com outros surfatantes, neste estudo.  

Numa primeira etapa foram testados os surfatantes em concentrações sugeridas 

na literatura, a saber: Dodecil maltosídeo 10% (195,8 mM – Schägger, 1995; Zerbetto et 

al., 1997; Coster et al., 2001; Molnar et al., 2004; Vesela et al., 2005), C12E8 2% (37 mM 

– Hagestrand et al., 1999), Triton X-100 2% (31,6 mM – Kuryatov et al., 2005), Digitonina 

3% (24,4 mM – Wittig & Schägger, 2005), Colato de sódio 2% (46,4 mM – Berger et al., 

2005), CHAPS 4% (65 mM – Low et al., 2002; Aivaliotis et al., 2004; Twine et al., 2005; 

Zuobi-Hasona et al., 2005), ASB-14 2% (46 mM – Henningsen et al., 2002) e ASB-16 2% 

(43,2 mM - Henningsen et al., 2002). 

 Além disso testamos:o uso de iguais concentrações de surfatantes, de acordo com 

a melhor concentração de solubilização descrita na literatura. 

 

 

III. 11. b – Seletividade 

 Nos géis de eletroforese 1D, para avaliar a capacidade dos diferentes surfatantes 

em solubilizar diferencialmente os complexos da MMI foi realizada eletroforese nativa 

com as proteínas solubilizadas por todos os surfatantes e analisado o volume das 

bandas (análise 3D) dos complexos protéicos, através da razão da área da base circular 

detectada (“spot “ manualmente detectado) x altura dos picos, através do software Image 

Master 2D Platinum versão 6.0. 

 

                           [Proteínas solubilizadas com um determinado surfatante] 

                          [Proteínas solubilizadas com dodecil maltosídeo] 

Eficiência =  
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 Em comparação com os géis acima demonstrados, com o protocolo modificado 

visualizam-se menos bandas, porém as bandas de interesse (aparentemente com os 

complexos da cadeia de transporte de elétrons) aparecem bem mais nítidas. 

 Assim, foi possível obter em temperatura ambiente um gel com boa resolução, em 

menor tempo de corrida (de 1 a 2 horas), sem troca de tampões e contaminação do 

equipamento e empregando reagentes de menor custo (com o custo de um gel em BN-

PAGE, é possível fazer oito géis do protocolo modificado), como mostrado na Tabela 5. 

Este protocolo pode ser uma alternativa para outros tipos de amostras.  

 

Tabela 5 – Demonstrativo de preços do protocolo modificado e BN – PAGE. 

 BN-PAGE Protocolo modificado
Custos* dos principais 
reagentes para um gel 
(1,5 mm de espessura e 
7,5 cm de altura). 

Bis-Tris: $ 68,69 
Ácido Aminocapróico: $ 3,40 

Tricina : $ 8,82 

Tris: $ 6,08 
Glicina: $ 3,07 

Total $ 80,91 $9,15 
* Preços do catálogo da Sigma-Aldrich de 2006-2007. 

 

 Após a publicação dos dados do genoma humano um novo desafio se apresentou 

que é o do entendimento da(s) função(ões) de cada proteína expressa e suas relações 

com outros compartimentos celulares (Henningsen et al., 2002). Com isso muitos 

experimentos eletroforéticos estão baseados em mais de um parâmetro de separação 

protéica, levando a um grande desenvolvimento na técnica de eletroforese bidimensional. 

Um protocolo muito descrito na literatura  para separação de proteínas de membrana 

mitocondrial interna, utiliza o gel de BN-PAGE e a técnica de SDS-PAGE, separando 

assim os complexos adquiridos através do gel nativo, em seus constituintes 

desnaturados.  

Essa técnica (gel nativo com SDS-PAGE) não foi testada com os demais 

protocolos (BN-PAGE e Laemmli et al., 1970) porque o objetivo era apenas confirmar se  

com o protocolo modificado era possível esse tipo de experimento, e não comparar se há 

melhorias em relação aos demais. 
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IV.2- Avaliação do Protocolo por testes enzimáticos 

 

 Para comprovar que o novo protocolo mantinha as proteínas em seu estado 

funcional, foram realizados alguns testes enzimáticos. Utilizou-se a técnica de Zerbetto et 

al. (1997) que é uma combinação entre BN-PAGE e utilização de coloração enzimática 

específica. 

 A importância dessa técnica encontra-se na combinação do gel nativo com o teste 

de atividade em um mesmo gel, gerando uma análise simultânea da integridade do 

complexo protéico e da atividade enzimática (Sabar et al., 2005). 

Essa técnica não foi testada com os demais protocolos (BN-PAGE e Laemmli et 

al, 1970) porque o objetivo era apenas confirmar se as bandas existentes no gel com o 

protocolo modificado eram realmente os complexos da cadeia de transporte de elétrons, 

e não comparar se há melhorias em relação aos demais. 

A Figura 12 mostra o teste enzimático para o Complexo I, realizado em gel nativo 

preparado com o novo protocolo. Observa-se a coloração púrpura na banda que se 

apresenta em torno de 750 kDa, correspondente a NADH desidrogenase. A coloração 

indica que a atividade enzimática do Complexo I foi mantida pois reflete a formação de 

cristais derivadas da redução do Cloreto de Tetrazólio Nitro-azul (NBT), esse corante é 

incolor e serve como um aceptor de hidrogênio proveniente do NADH (Sabar et al., 

2005). 
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Figura 12: Teste em duplicata de atividade enzimática da NADH desidrogenase (Zerbetto et al.,1997) em gel de 

poliacrilamida preparado de acordo com protocolo modificado aqui proposto.  

 

A Figura 13 mostra o teste enzimático realizado para o Complexo V (ATP sintase) 

realizado em gel nativo preparado de acordo com o novo protocolo. Nela é possível 

visualizar a reação enzimática (coloração clareada) na banda (em torno de 750 kDa, 

sugerindo que a ATP sintase manteve-se ativa, já que a reação enzimática medida é 

específica, e se baseia na precipitação do nitrato de chumbo pelo fosfato inorgânico 

produzido durante a hidrólise de ATP (Sabar et al., 2005). 
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Figura 13: Teste em duplicata de atividade enzimática da ATP sintase (Zerbetto et al.,1997) em gel de 

poliacrilamida preparado de acordo com protocolo modificado aqui proposto. A figura foi escaneada com as cores 

invertidas para dar ênfase à coloração característica da reação na banda do Complexo V. 

 

 Estes testes indicaram que o novo protocolo, aqui proposto, é eficiente para a 

separação das proteínas da MMI em seu estado nativo, assim como o BN-PAGE. 

  

IV. 3 - Avaliação dos surfatantes quanto à eficiência 

 

 As Tabelas 6 e 7 descrevem os valores de eficiência (ítem III.11.a em métodos) 

calculado com a média dos valores de concentração protéica encontrados nos 

sobrenadantes após solubilização da amostra de membrana mitocondrial interna, 

realizada de acordo com o método de Lowry et al. (1951). A curva-padrão utilizada para 

derivação da equação e cálculos (Figura 9 no item III.4 em métodos) foi feita com 

soroalbumina bovina. 
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 Primeiramente as concentrações dos surfatantes utilizadas na preparação das 

amostras foram diferentes, seguindo as concentrações mais citadas na literatura para 

cada tipo de surfatante. 

 Tabela 6 – Valores de eficiência calculados de acordo com as concentrações protéicas presentes nas 

amostras solubilizadas de MMI. 

 

Surfatantes          Eficiência 

Dodecil maltosídeo (10%/ 195,8mM) 1,00 

ASB-14(2%/ 46mM) 0,613 

CHAPS (4%/ 65mM) 0,662 

Digitonina (3%/24,4mM) 0,675 

Colato de sódio(2%/46,4mM) 0,798 

C12E8 (2%/37,1mM) 0,972 

Triton X-100(2%/31,6mM) 0,980 

ASB-16 (2%/43,2mM) 1,066 

 

Não foi avaliada a concentração protéica inicial da membrana, pois o objetivo não 

foi avaliar quanto de proteína foi solubilizado em relação a concentração inicial da 

membrana, mas sim comparar a solubilização dos surfatantes em comparação com o 

surfatante dodecil maltosídeo. 

 De acordo com os valores de eficiência, o surfatante zwiteriônico ASB-16 foi o 

mais efetivo, solubilizando mais proteínas que o dodecil maltosídeo, usado como padrão. 

Porém, como os surfatantes foram utilizados em concentrações diferentes, foi necessário 

normalizar as concentrações para avaliar a eficiência corretamente. Pelos dados de 

eficiência escolhemos a concentração de 43,2 mM, correspondente a concentração 

utilizada de ASB-16 (2%), com os melhores resultados. 

 Na Tabela 7, estão os dados de eficiência obtidos nas amostras preparadas com 

os diferentes surfatantes, na concentração 43,2 mM. 
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Tabela 7 – Valores de eficiência calculados de acordo com as concentrações protéicas presentes nas amostras 

solubilizadas de MMI. Amostras obtidas pela solubilização com diferentes surfatantes, na concentração de 43,2 mM. 

Surfatantes (43,2 mM)           Eficiência 
Dodecil maltosídeo 1,00 

CHAPS 0,478 
Colato 0,577 

ASB-14 0,578 
Digitonina 0,625 

Triton X-100 0,680 
C12E8 0,862 

ASB-16 1,241 

 

Assim, de acordo com os valores de eficiência, novamente o surfatante zwiteriônico 

ASB-16 mostrou-se o melhor solubilizador das proteínas de MMI, se comparado com o 

dodecil maltosídeo e demais surfatantes testados. O surfatante não-iônico C12E8 também 

teve uma efeito solubilizador marcante, apesar de não superar os valores da 

solubilização do dodecil maltosídeo. 

 Outra observação importante é que o dodecil maltosídeo apresentou melhor ação 

solubilizadora mesmo estando bem abaixo da concentração preconizada pela literatura 

(Tabela 7), em contraste com o zwiteriônico CHAPS, que foi o menos eficiente. Apesar 

do surfatante dodecil maltosídeo estar abaixo da concentração preconizada, ele está 100 

vezes acima de sua CMC, sendo que o CHAPS está apenas em torno de 10 vezes, 

explicando a diferença no efeito desses surfatante, pois a CMC é um parâmetro 

marcante no poder de solubilização de um surfatante (Prive, 2007). 

 A partir desses resultados, foram realizados testes de eletroforese bidimensional e 

nativas para avaliar os perfis e a seletividade dos surfatantes pelas proteínas em estudo. 

 
IV. 4 - Perfil de eletroforese bidimensional das proteínas de MMI obtida 

com os diversos surfatantes 

 

 A necessidade de melhorar a resolução e a reprodutibilidade dos géis em estudos 

de proteoma tem estimulado avanços nas tecnologias de eletroforese. Um marco 

importante foi a introdução da focalização isoelétrica, oferecendo uma alternativa de 

grande valia para a caracterização protéica por eletroforese (Molloy et al., 1999; Molloy, 
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2000). Juntamente com esses avanços, muitos experimentos vêm sendo descritos para 

melhorar a solubilização de proteínas hidrofóbicas, com uso de diferentes surfatantes na 

extração e solubilização dessas proteínas (Zuobi-Hasona et al., 2005). 

Uma separação eficiente em IPGs durante a focalização isoelétrica requer baixa 

concentração de íons, porque eles migram através do campo elétrico e interferem na 

focalização. Isso exclui o uso de potentes surfatantes iônicos como o SDS e também por 

isso, o tampão de focalização contém agentes caotrópicos (uréia e tiouréia) como 

componentes desnaturantes e surfatantes não-iônicos ou zwiteriônicos (Braun et al, 

2007). De acordo com esses estudos, utilizamos diferentes surfatantes descritos na 

literatura e, para testar seus efeitos, empregamos a técnica de eletroforese bidimensional 

descrita por Bjellqvist et al. (1982). 

 Os surfatantes foram divididos nas suas classes, para fins de comparação: 

zwiteriônicos (CHAPS, ASB-14 e ASB-16), não-iônicos (Digitonina, C12E8 e Triton X-100) 

e aniônico (colato de sódio). 

 Antes do início dos testes com os surfatantes obtivemos perfis eletroforéticos com 

o surfatante dodecil maltosídeo, que foi utilizado como padrão, para comparação com os 

demais detergentes. Um gel 2D de proteínas de MMI obtido por extração com uso de 

43,2mM de dodecil maltosídeo é mostrado na Figura 14. Um total de 136 spots foram 

detectados e seus valores aproximados de massa molecular e pI estão descritos na 

Tabela 14 em anexos. 

Na Figura 14, assim como em todos os géis há quadros com números que indicam 

a massa molecular ou o ponto isoelétrico das proteínas presentes nos spots visualizados. 

Devido à formatação do software de análises de imagens, as anotações 3.3 -1 e 9.99 -1 

indicam pontos isoelétricos de 3.3 e 9.99, respectivamente, e -1 97 e -1 14 indicam pesos 

moleculares de 97 e 14 kDa, respectivamente.  
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Segundo Lê Maire. (2000) o surfatante dodecil maltosídeo apresenta uma baixa 

capacidade de translocação (“flip-flop”) na membrana, o que dificulta a solubilização das 

proteínas membranares. Assim, a solubilização por esse surfatante seria devida à 

extração de moléculas de fosfolipídios diretamente da membrana, pelas micelas do 

surfatante (Lê Maire et al., 2000). 

Com o crescente uso da técnica de eletroforese, muitas adaptações no protocolo 

vêm sendo feitas, por diversos pesquisadores, e uma delas é o acréscimo de 

detergentes mais potentes no tampão de amostra, utilizado na etapa de Focalização 

Isoelétrica (Henningsen et al., 2002) 

 A adição de surfantantes a sais caotrópicos como uréia e tiouréia nos tampões de 

amostra da focalização isoelétrica demonstrou aumentar o número de “spots” 

visualizados em gel bidimensional, permitindo separar proteínas hidrofóbicas como as 

integrais de membrana. Na prática, por causa da exposição dos resíduos hidrofóbicos 

das proteínas à desnaturação por uréia, os surfatantes também são usados para ajudar 

na solubilização das proteínas e, nos últimos anos, CHAPS tem sido o surfatante de 

escolha (Herbert, 1999). 

 Baseados nessas informações, preparamos um gel com amostra de MMI extraída 

com uso de 43,2 mM de dodecil maltosídeo, mas com o acréscimo de 65mM de CHAPS 

no tampão de focalização (Figura 15). Com essa modificação no protocolo houve a 

detecção de 183 “spots”, ou seja, 47 a mais (34,5%) do que o obtido com o gel 

anteriormente descrito (Figura 14). Os valores aproximados de massa molecular e pI das 

proteínas destes spots estão descritos na Tabela 15 em anexos. 
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Na Figura 16 comparamos os dois géis acima descritos. Visualmente nota-se que o 

uso de CHAPS contribuiu principalmente para melhor solubilização de proteínas básicas 

(com pI perto de 10), tanto de alta como de baixa massa molecular.  

 
Figura 16 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo  e em vermelho estão os 

“spots” detectados no gel com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo e 65 mM de CHAPS no tampão de 

focalização. Em verde estão os “spots” encontrados em ambos os géis; segundo o relatório dado pelo software de 

análise Platinum há 9 “spots” iguais em ambos os géis.  

 

 Esse número baixo de equivalências (“matchings”) pode ser explicado pelo fato dos 

géis terem sido realizados em momentos diferentes, o que gera muitos artefatos e 

dificulta a detecção dos “matchings”, pois o software não reconhece algumas 

tortuosidades ou diferenças de tamanho dos géis. 

  Além dos “matchings”, foi realizada uma análise das tabelas no Programa 

Microsoft Excel 2003. Os “spots” foram separados por faixas de pI e sobrepostos (os 

“spots” dos diversos géis com os “spots” do gel com associação dos surfatantes dodecil 
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maltosídeo e CHAPS). As tabelas nas faixas de pI que obtiveram “spots” similares estão 

mostradas em anexos. 

No caso dos géis anteriormente mostrados (dodecil maltosídeo e dodecil maltosídeo 

+ CHAPS), “spots” similares apareceram nas faixas de pI 3 a 6 (Tabelas 23, 24 e 25 em 

anexos). 

 Com esses resultados, optou-se por utilizar o surfatante CHAPS nos tampões de 

focalização das demais amostras pois, como já descrito por Molloy (2000) e Kashino 

(2003), para uma boa solubilização de proteínas de membrana é necessário um 

surfatante eficiente, que tenha uma boa interação com os agentes caotrópicos presentes 

no tampão de focalização isoelétrica, sendo o CHAPS um dos mais eficientes. De fato, 

Zhang et al (2005) testou 4% de CHAPS com um surfatante não-iônico e obteve 

melhores resultados do que com ASB-14, que foi considerado um surfatante promissor 

na extração de membrana total ou proteínas de membrana; os autores desse estudo 

discutem que pela complexidade das biomembranas, com proteínas muito diversas, é 

razoável pensar que um único surfatante pode não ser suficiente para uma adequada 

solubilização, sendo necessária a complementação com um surfatante zwiteriônico. 

 

IV. 4. a – Surfatantes zwiteriônicos 

Embora o uso de soluções com tiouréia/uréia tenha trazido avanços na 

solubilização de proteínas pela técnica de eletroforese 2D, a combinação do uso destes 

agentes caotrópicas com novos surfatantes da família das sulfobetaínas tem fornecido 

soluções ainda melhores na solubilização de proteínas em géis 2D (Herbert, 1999). 

 A Figura 17 mostra um gel preparado com amostra de MMI cujas proteínas foram 

extraídas com uso de 43,2 mM de ASB-14 e com 65mM de CHAPS no tampão de 

focalização. Um total de 53 “spots” foram detectados e seus valores aproximados de 

massa molecular e pI estão listados na Tabela 16 em anexos. 
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Embora o emprego de CHAPS na fase de extração tenha proporcionado um 

acréscimo de 247% no número de “spots”, em comparação com o surfatante ASB-14, o 

resultado foi 36% menor que o atingido com o uso do ASB-16 (Figura 18, Tabela 17). 

Na Figura 20 comparamos géis preparados com os surfatantes ASB-14 (Figura 17) 

e dodecil maltosídeo (Figura 15), na solubilização, ambos com 65 mM de CHAPS no 

tampão de focalização. Visualmente e também pelos números das Tabelas 15 e 16, o 

uso de ASB-14 não contribuiu para melhorar a solubilização de proteínas de MMI, se 

comparado com o surfatante comumente usado (dodecil maltosídeo). 

 

 

 

 
Figura 20 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo, em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de ASB-14, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde 

estão os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinum, revelando 9 “spots” 

iguais. 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e ASB-14, apareceram na faixa de pI 3 a 5 (Tabelas 26 e 27 em anexos). 

A Figura 21 compara os géis preparados com uso de ASB-16 (Figura 18) e com 

dodecil maltosídeo (Figura 15) na solubilização, e com 65mM de CHAPS no tampão de 
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focalização. Visualmente e pelos números nas Tabelas 15 e 17, o uso de ASB-16 

contribuiu significantemente para melhorar a solubilização de proteínas da MMI em 

comparação com o dodecil maltosídeo. Esta maior solubilização revela-se também no 

número de “spots” que aparecem em ambos os géis (“matching”) que, apesar de 

continuar pequeno, aumentou para 12. 

 

 

 

 
 

Figura 21–  Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo, em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de ASB-16, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde 

estão os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinum, revelando 12 “spots” 

iguais. 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e ASB-16, apareceram na faixa de pI 4 a 10 (Tabelas 28, 29, 30, 31, 32 e 33 

em anexos). 

A Figura 22 mostra a comparação entre os géis realizados com os surfatantes 

CHAPS (figura 19) e o gel realizado com dodecil maltosídeo (Figura 15) no processo de 

extração e com 65 mM de CHAPS no processo de preparação para eletroforese. 

Visualmente e pelos números nas Tabelas 15 e 18 o uso de CHAPS contribuiu 

significantemente para a solubilização de proteínas, em relação ao surfatante 
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comumente usado (dodecil maltosídeo). O “matching” (23), nesse caso, foi ainda maior 

do que o obtido com ASB-16, apesar do maior número de “spots” revelado por aquele 

surfatante. Isso pode indicar que o gel, nesse caso, foi preparado em condições mais 

próximas (manuseio da amostra, forma de agitação e temperatura do ambiente) 

daquelas do gel realizado com o dodecil maltosídeo. 

 

 

 
Figura 22 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo, em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de CHAPS, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde 

estão os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinnum, revelando 23 “spots” 

iguais. 

 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e CHAPS, apareceram na faixa de pI 3 a 6 e 8 a 9 (Tabelas 34, 35, 36 e 37 

em anexos). 
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TABELA 8 – Síntese dos resultados obtidos com surfatantes zwiteriônicos (número de “spots” e número de 

“matchings”, tendo como referência a Figura 21). 

 

Surfatante Número de “spots” Número de “matchings” 
ASB-14 53 9 
ASB-16 205 12 
CHAPS 131 23 

Segundo Rabilloud et al. (1999), a eficiente solubilização pelo surfatante ASB-16 se 

deve a maior interação dos surfatantes da família das amidosulfobetaínas com os 

agentes caotrópicos do tampão de focalização isoelétrica (uréia e tiouréia), aumentando 

a solubilidade de proteínas de membrana. 

O aparecimento de maior número de “spots” nos géis com ASB-16, em comparação 

ao ASB-14 - da mesma família (amidosulfobetaínas), pode ser atribuído à maior 

hidrofobicidade do ASB-16 cuja cadeia hidrocarbônica tem 2 carbonos a mais que o 

ASB-14. Chevallet e col. (1998) afirmaram que sutis modificações químicas induzem 

grandes mudanças nas propriedades físico-químicas desses surfatantes, bem como em 

suas propriedades de solubilização. A combinação de ASB-16 com CHAPS apresentou 

os melhores resultados  pois, como já descrito por Domingues et al. (2007), esses dois 

surfatantes apresentam solubilização diferencial, ou seja, quando testados 

separadamente, apresentam “spots” em regiões diferentes do gel, apresentando, 

portanto, uma ação complementar quando associados. Embora CHAPS e os ASB sejam 

surfatantes da mesma família (amidosulfobetaínas), a porção hidrofóbica do CHAPS é 

distinta e isso pode levar à formação de um agregado micelar que favoreça essa 

diferença na solubilização (Domingues et al., 2007). 

Como descrito por Heerklotz e Seelig (2000), quanto menor a CMC do surfatante, 

maior seu efeito lítico. Com isso, considerando as propriedades de agregação (Tabela 3) 

e os resultados obtidos com os surfatantes estudados percebe-se que o ASB-16, com o 

menor valor de CMC, teve os melhores resultados em solubilização das proteínas. Em 

relação aos demais detergentes, o ASB-16 atuou em concentração muito acima da sua 

CMC, que é menor que a de todos os surfatantes testados (1.10-5M), mesmo quando as 

concentrações foram igualadas em 43,2mM. Este resultado está de acordo com Lê Maire 

et al. (2000) que atribui as micelas de surfatantes a responsabilidade pela solubilização 

proteica afirmando que, não há limite para a solubilização, que é tanto maior quanto 

maior for a concentração do surfantante, quando.acima da sua CMC.  
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Figura 26 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo ; em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de Digitonina, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde 

estão os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinum, revelando 12 “spots” 

iguais. 

 

Visualmente e pelos números nas Tabelas 15 e 19, o uso de Digitonina não 

contribuiu para a melhor solubilização de proteínas, se comparado ao surfatante dodecil 

maltosídeo. 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e Digitonina, apareceram na faixa de pI 4 a 5 e 8 a 10 (Tabelas 38, 39 e 40 

em anexos). 

A Figura 27 mostra a comparação entre géis preparados com os surfatantes C12E8 

(Figura 24) e dodecil maltosídeo (Figura 15) na solubilização, ambos com 65mM de 

CHAPS no tampão de focalização. 
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Figura 27– Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo ; em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de C12E8, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde estão 

os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinum, revelando 11 “spots” iguais. 

 

Visualmente e pelos números das Tabelas 15 e 20, o uso de C12E8 também não 

contribuiu significantemente para a solubilização de proteínas, em comparação com o 

surfatante dodecil maltosídeo. 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e C12E8, apareceram na faixa de pI 4 a 5 (Tabela 41 em anexos). 

A Figura 28 traz a comparação entre os géis preparados com os surfatantes Triton 

X-100 (Figura 25) e o gel preparado com dodecil maltosídeo (Figura 15) na solubilização, 

ambos com 65mM de CHAPS no tampão de focalização. 
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Figura 28 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo; em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de Triton X-100, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em verde 

estão os “spots” encontrados em ambos os géis, conforme análise feita no software Platinum, revelando 20 “spots” 

iguais. 

 

Visualmente e pelos números nas Tabelas 15 e 21, o uso de Triton X-100 contribuiu 

significantemente para a solubilização de proteínas, se comparado com o dodecil 

maltosídeo, principalmente para proteínas com massa molecular entre 97 e 30 kDa. O 

“matching” nesse caso foi maior do que o obtido com os outros surfatantes. Este 

resultado pode indicar: 1) que o gel foi feito em condições mais próximas daquele 

realizado com o dodecil maltosídeo 2) que o surfatante Triton X-100 tem um efeito de 

solubilização parecido ao do dodecil maltosídeo.  

Esse efeito similar ao dodecil maltosídeo pode ser relacionado aos valores próximos 

de CMC, HLB e número de agregação, entre esses surfatantes (Tabela 3).  

Segundo experimentos descritos por Kragh-Hansen et al (1993) e Kragh-Hansen et 

al (1998), é essencial uma interação cooperativa entre moléculas dos surfatantes e dos 

lipídios da membrana para uma solubilização eficiente. A extensão da eficiência de 

solubilização depende da capacidade de cada tensoativo de penetrar e atravessar a 

membrana. 
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Dadas as propriedades anfifílicas das cabeças polares (polioxietileno),de 

surfatantes como C12E8 e Triton X-100, estes podem ter um “flip-flop” rápido através da 

membrana (Lê Maire, 2000). Sendo assim, os resultados obtidos com o surfatante Triton 

X-100 podem ser explicados por essa característica. Porém, no caso do surfatante C12E8, 

apesar dessa característica, e de seu alto efeito lítico (Prete et al., 2002), não 

encontramos boa solubilização protéica nas amostras de MMI. 

Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e Triton X-100, apareceram na faixa de pI 5 a 7 e 9 e 10 (Tabelas 42, 43 e 44 

em anexos). 

 

TABELA 9 – Síntese dos resultados obtidos com surfatantes não-iônicos (número de spots, porcentagem de 

acréscimo ou decréscimo de “spots” e número de “matchings”). 

 

Surfatante Número de “spots” Número de “matchings” 
Digitonina 62 12 

C12E8 32 11 
Triton X-100 190 20 

 
 

Com os resultados descritos acima concluímos que o surfatante Triton X-100, 

dentre os surfatantes não-iônicos testados, apresenta os melhores resultados em 

comparação com o gel padrão de proteínas solubilizadas com dodecil maltosídeo, 

confirmando que o Triton X-100 pode ser muito útil na extração de proteínas de 

biomembranas, como descrito por Morandat et al., (2002).  

 

IV. 4. c – Surfatante aniônico 

 Dando seqüência a investigação do perfil de solubilização de proteínas da MMI 

pelos surfatantes mais empregados na literatura (Tabela 2), investigamos o detergente 

aniônico Colato de sódio, um sal biliar. 

A Figura 29 mostra um gel que foi preparado com amostra de MMI cujas proteínas 

foram solubilizadas com uso de 43,2 mM de Colato de sódio e com 65mM de CHAPS no 

tampão de focalização. Um total de 58 “spots” foram detectados e seus valores 

aproximados de massa molecular e pI estão listados na Tabela 22 em anexos. 
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Figura 30 – Comparação dos “spots” de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato. Em roxo estão os 

“spots” detectados no gel realizado com tratamento de 43,2 mM de Dodecil maltosídeo ; em vermelho estão os “spots” 

detectados no gel com tratamento de Colato de sódio, ambos com 65 mM de CHAPS no tampão de focalização. Em 

verde estão os “spots” encontrados em ambos os géis. Segundo análise feita com o software de análise Platinum, há 8 

“spots” iguais em ambos os géis. 

 

De acordo com a Figura anterior, o surfatante colato é capaz de solubilizar 

proteínas de membrana mitocondrial interna, porém não apresenta nenhuma vantagem 

em relação ao dodecil maltosídeo. Não há acréscimo no número de spots e a fase de 

focalização isoelétrica dessa amostra foi prejudicada, devido as propriedades deste 

surfatante, demorando em torno de 48 a 52 horas. Esses dados comprovam a descrição 

anterior de Seddon e col. (2004), de que os surfatantes sais biliares são fracos em 

relação ao poder de solubilização de proteínas, sendo em geral não-desnaturantes. A 

baixa solubilização também encontra respaldo no “flip-flop” muito lento através da 

membrana que esse sal biliar apresenta (Lasch, 1995; Wüstner et al., 1998). 
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Na análise feita pelo Microsoft Excel, os “spots” similares entre os géis de dodecil 

maltosídeo e Colato de sódio, apareceram na faixa de pI 4 a 5 e 6 e 7 (Tabelas 45 e 46 

em anexos). 

 De acordo com Berger et al. (2005) os valores de HLB constituem um parâmetro 

interessante para compreensão das interações entre proteínas e surfatantes, 

favorecendo o desenvolvimento de uma seleção sistemática de surfatantes. Assim, para 

cada membrana haveria uma faixa de HLB mais apropriada para solubilização de suas 

proteínas, sendo os surfatantes com esta razão hidrofílica/lipofílica os mais eficientes. 

Por isso, analisando os dados do presente estudo, propomos que a faixa de HLB para a 

seleção de surfatantes para a solubilização da membrana mitocondrial interna está entre 

10 e 13. 

 

IV. 5 - Avaliação da seletividade dos surfatantes na eletroforese em gel 

nativo 

 

A figura 31 mostra perfis de eletroforese nativa, obtidos com amostras de MMI cujas 

proteínas foram extraídas com os surfatantes zwiteriônicos em estudo, em comparação 

com dodecil maltosídeo. Do lado esquerdo aparece a coloração nativa de cada gel (com 

Comassie Blue) e a direita é mostrada, a detecção e análise das bandas através do 

Software Platinum 6.0. 
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Tabela 10 - Valores aproximados de massa molecular, porcentagem de volume das bandas presentes no gel 

nativo realizado com proteínas de membrana mitocondrial interna de mitocôndria de rato, solubilizadas com 43,2 mM 

de surfatantes zwiteriônicos (CHAPS, ASB-14 E ASB-16) ou Dodecil maltosídeo (DM). 

Bandas com DM Massa molecular (kDa) % volume 
1 826 432,9 
2 660 149,8 
3 522 288,2 
4 340 302,7 
5 130 228,6 

Bandas com CHAPS   
1 817 175,2 
2 680 246,1 
3 524 331,6 
4 333 469,6 
5 127 250,4 

Bandas com ASB-14   
1 783 780,4 
2 619 625,1 
3 524 288,6 
4 333 435,8 
4b 156 204,9 
5 122 179,4 
5b 114 247,2 

Bandas com ASB-16   
1 835 554,1 
2 574 613,3 
3 524 343,4 
4 338 394,8 
4b 156 180,2 
5 130 200,5 
5b 116 499,9 

 

 As massas moleculares das bandas 1 a 5 nos permitem atribuí-las aos complexos 

I, V, III, IV e II, respectivamente, de acordo com dados da literatura (Schägger & von 

Jagow, 1991). No caso das aminosulfobetaínas ASB-14 e ASB-16, duas bandas extras 

(4b e 5b), além daquelas correspondentes aos complexos I a V puderam ser 

visualizadas. Como descrito por Molnar et al. (2004) os complexos I e V correm no gel 

em seu estado monomérico, com pesos moleculares entre 750 a 600 kDa, 

respectivamente, enquanto o complexo III corre como um dímero, com massa molecular 

de 500 kDa. O complexo IV, 200 kDa, corre em sua forma monomérica mas, 

ocasionalmente, uma segunda banda desse complexo é detectada, possivelmente 

representando um dímero do mesmo. Portanto, as bandas que surgiram (4b e 5b) podem 
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corresponder a subunidades do complexo III, indicando que esses surfatantes 

desnaturaram alguns complexos, ou podem representar dímeros do Complexo IV. 

Há também a possibilidade de que estes surfatantes tenham promovido a 

solubilização de outras proteínas de membrana, menos abundantes que aquelas da 

Cadeia de Transporte de Elétrons, permitindo sua visualização, o que estaria de acordo 

com relatos da literatura que mostraram que esses surfatantes aumentam a solubilidade 

de proteínas de várias tipos de membranas, permitindo a visualização e identificação de 

proteínas não detectadas anteriormente (Chevallet et al., 1998). 

 A Figura 32 mostra, a título de demonstração, a visualização tridimensional do gel, 

usada para a quantificação das bandas listadas na Tabela 10, pelo software Platinum.  

 
Figura 32- Visualização tridimensional do gel apresentado na figura 31. Os dados de volume das bandas estão 

listados na Tabela 8. 

 

 O surfatante dodecil maltosídeo apresentou dados inferiores aos surfatantes 

acima citados mostrando que, em termos de separação protéica por eletroforese nativa, 

as amostras extraídas com surfatantes zwiteriônicos apresentam melhores resultados, o 

que pode indicar uma maior interação desses surfatantes com os reagentes utilizados na 

preparação da eletroforese. 
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 Os valores da Tabela 10 foram normalizados em função da variação de volume 

(Tabela 11), para fins de comparação com o dodecil maltosídeo. Note-se que a 

somatória das porcentagens é 100 em todas as colunas, tal que não é possível comparar 

o efeito global de cada surfatante sobre o volume, como na Tabela 10. 

 

Tabela 11 – Variação porcentual no volume nas bandas presentes no gel nativo (valores normalizados a partir 

das medidas absolutas da Tabela 10) de proteínas de membrana mitocondrial interna de mitocôndria de rato, 

solubilizadas com 43,2 mM de surfatantes zwiteriônicos (CHAPS, ASB-14 E ASB-16) ou Dodecil maltosídeo. 

Bandas Complexo Dodecil Maltosídeo CHAPS ASB-14 ABS-16 
1 I 30,9 11,9 28,3 19,9 
2 V 10,7 16,7 22,6 22,0 
3 III 20,6 22,5 10,4 12,3 
4 IV 21,6 31,9 15,8 14,2 
4b    7,4 6,5 
5 II 16,3 17,0 6,5 7,2 
5b    9,0 17,9 

 

De acordo com estes dados (Tabela 9) o surfatante CHAPS teve uma maior 

seletividade pela banda que corresponde ao complexo IV, enquanto os surfatantes ASB-

14 e ASB-16 foram mais seletivos para o complexo V, se comparados com o dodecil 

maltosídeo. 

 Os menores valores de solubilização dos complexos III e IV por ASB-14 e ASB-16 

podem ser indício de que as bandas 4b e 5b realmente correspondem a subunidades de 

um ou ambos daqueles complexos, separadas por ação destes detergentes. 

A figura 33 mostra perfis de eletroforese nativa, obtidos com amostras de MMI cujas 

proteínas foram extraídas com os surfatantes não iônicos estudados. Do lado esquerdo 

aparece a coloração nativa de cada gel com Comassie Blue e, à direita, demonstra-se a 

detecção e análise das bandas, através do Software Platinum 6.0. 
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Tabela 12 - Valores aproximados de massa molecular, porcentagem de intensidade e volume das bandas 

presentes no gel nativo realizado com proteínas de membrana mitocondrial interna de rato, solubilizadas com 43,2 mM 

de surfatantes não-iônicos. 

Bandas com DM Massa molecular (kDa) % volume 
1 826 432,9 
2 660 149,8 
3 522 288,2 
4 340 302,7 
5 130 228,6 

Bandas com Digitonina Massa molecular (kDa) % volume 
1 750 775,9 
2 649 739,5 
3 520 851,5 
4 244 655,3 
5 146 186,5 

Bandas com C12E8   
1 734 952,0 
2 650 787,4 
3 520 469,8 
4 270 332,3 

4b 230 470,4 
5 137 291,4 

Bandas com Triton X-100   
1 734 123,8 
2 600 405,0 
3 540 568,5 
4 251 388,6 
5 131 299,9 

 

O surfatante dodecil maltosídeo apresentou menor solubilização (Tabela 10) que os 

surfatantes não iônicos da Tabela 12, mostrando que em termos de separação protéica 

por eletroforese nativa, o dodecil maltosídeo é o surfatante não-iônico menos efetivo 

dentre os analisados. 

 A Figura 34 mostra a visualização tridimensional do gel, usada para quantificação 

das bandas listadas na Tabela 12, pelo software Platinum.  
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Figura 34- Visualização tridimensional do gel da Figura 38. Os dados de volume encontram-se na tabela 10. 

  

Os valores da Tabela 12 foram normalizados em função da variação de volume 

(Tabela 13), para comparação com o dodecilmaltosídeo. Note-se que a somatória das 

porcentagens é 100 em todas as colunas, não sendo possível comparar o efeito global 

de cada surfatante sobre o volume, como na Tabela 12. 

 

Tabela 13 – Variação porcentual no volume nas bandas presentes no gel nativo (valores normalizados a partir 

das medidas absolutas da Tabela 12) de proteínas de membrana mitocondrial interna de rato, solubilizadas  com 43,2 

mM de surfatantes não-iônicos (Digitonina, C12E8 e Triton X-100). 

Bandas Complexo DodecilMaltosídeo Digitonina C12E8 Triton X-100 
1 I 30,9 24,1 28,8 6,9 
2 V 10,7 23,0 23,8 22,6 
3 III 20,6 26,5 14,2 31,8 
4 IV 21,6 20,4 10,1 21,7 
4b    14,2  
5 II 16,3 5,9 8,9 16,9 

 
 No caso do éter de polioxietileno C12E8, uma banda extra (4b), além daquelas 

correspondentes aos complexos I a V da Cadeia de transporte de Elétrons, pôde ser 
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visualizada. Neste caso, como discutido anteriormente para o efeito dos surfatantes ASB, 

esta banda adicional pode se atribuída a subunidades advindas da quebra, por 

desnaturação branda dos complexos protéicos, visto que, esse surfatante apresenta um 

rápido “flip-flop” na bicamada, penetrando e solubilizando mais rapidamente a membrana 

(Kragh-Hansen et al., 1998; Le Maire et al., 2000).  

 De acordo com os valores de volume obtidos na Tabela 13, em relação ao 

dodecilmatosídeo, o surfatante Triton X-100 teve uma maior seletividade pelas bandas 

que corresponderiam aos complexos II, III e IV, o surfatante C12E8 pelos complexos I e V 

(ATP sintase) e o surfatante Digitonina pelos complexos IV e V, mas com dados 

inferiores aos demais. 

A Figura 35 mostra perfis de eletroforese nativa obtidos com amostras de MMI cujas 

proteínas foram extraídas com o surfatante aniônico colato de sódio, em comparação 

com o dodecil maltosídeo. Do lado esquerdo aparece a coloração nativa de cada gel com 

Comassie Blue e, a direita, demonstra-se a detecção e análise das bandas, através do 

Software Platinum 6.0. 
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Tabela 14 - Valores aproximados de massa molecular, porcentagem de volume das bandas presentes no gel 

nativo realizado com proteínas de membrana mitocondrial interna de rato, solubilizadas com 43,2 mM de surfatante 

colato de sódio, em comparação com dodecil maltosídeo. 

Bandas com DM Massa molecular (kDa) % volume 
1 826 432,9 
2 660 149,8 
3 522 288,2 
4 340 302,7 
5 130 228,6 

Bandas com Colato 
 

Massa molecular (kDa) % Volume 

1 877 831,4 
2 453 649,6 
3 397 696,6 
4 217 669,6 

4b 175 748,1 
5 145 550,5 

 

 Na Figura 36 tem-se a visualizão tridimensional do gel, usada para a quantificação 

das bandas listadas na Tabela 14, pelo software Platinum.  

 
Figura 36 -  Visualização tridimensional do gel acima. Os dados de volume encontram-se na tabela acima. 

 

  Uma banda (4b) além daquelas correspondentes aos complexos I a V pôde ser 

visualizada, e pode ser resultado de alguma desnaturação protéica (como descrito 

anteriormente para os ASB e C12E8), sendo o seu uso descrito como pouca relevância no 

isolamento de proteínas e glicoproteínas funcionais, (Jones, 1999).   
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De acordo com os valores de volume obtidos (Tabela 14) o surfatante Colato de 

sódio teve uma maior solubilização em relação ao padrão, dodecil maltosídeo. Na Tabela 

13, os valores de volume da Tabela 14 foram normalizados em função da variação de 

volume, para comparação com o dodecilmaltosídeo. Neste caso observa-se que o Colato 

de sódio solubilizou com maior seletividade as bandas que corresponderiam aos 

complexos V (ATP sintase) e II, em relação ao dodecil Maltosídeo.  

Tabela 15 – Variação porcentual no volume nas bandas presentes no gel nativo (valores normalizados a partir 

das medidas absolutas da Tabela 14) de proteínas de membrana mitocondrial interna de mitocôndria de rato, 

solubilizadas  com 43,2 mM do surfatante aniônico colato de sódio. 

Bandas Complexo Colato de sódio 

1 I 20,0 

2 V 15,6 

3 III 16,8 

4 IV 16,1 

4b  18,0 

5 II 13,5 

 

Para um melhor análise sobre a seletividade de cada surfatante, experimentos com 

testes enzimáticos e análises mais detalhadas dos géis acima precisam ser realizados.  

Igualmente para avaliação da eficiência dos surfatantes, são necessárias ainda 

análises mais detalhadas dos géis, por espectrometria de massas além de um 

conhecimento mais aprofundado sobre as características de solubilização  de cada 

surfatante estudado, pois a solubilização de proteínas é complexa e favorecida pela 

interação proteína-surfatante, que por sua vez é determinada pelo tipo de agregado que 

o detergente forma (tamanho e forma da micela, no. agregação). 

 
IV. 6- Avaliação da estabilidade das amostras 

Nas descrições em literatura sobre as proteínas de membrana mitocondrial interna 

não há informação clara sobre o tempo em que as amostras podem ser armazenadas 

sem perda da integridade proteica, dificultando assim a escolha entre utilizar a mesma 

amostra após algum tempo ou purificar novas alíquotas. Por este motivo uma alíquota da 

preparação de MMI foi armazenada a -70ºC por alguns meses para ser utilizada em 
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separação por SDS-PAGE, para sabermos se as proteínas ainda se encontravam 

íntegras na amostra. 

 O uso de SDS-PAGE não permite avaliar o estado funcional das proteínas mas 

permitiu avaliar se as amostras estocadas poderiam ser usadas em técnicas 

desnaturantes como eletroforese bidimensional (IEF + SDS-PAGE). A figura 37a mostra 

o gel de SDS-PAGE 1D obtido com a amostra fresca, recém preparada. Observa-se um 

maior número de bandas e ainda menor tamanho das bandas protéicas reveladas (em 

relação aos experimentos em condições não desnaturantes – Figuras 10 a 13) indicando 

a separação das subunidades proteicas dos complexos enzimáticos da MMI nas 

condições de preparo da SDS-PAGE. 

Este experimento foi repetido usando-se amostra congelada a -70ºC por três 

meses, e os resultados são mostrados na Figura 37b. Nessa figura é possível observar 

que algumas proteínas de baixo peso molecular (com menos de 30 kDa) não foram 

visualizadas, dando a entender que foram degradadas após esse período de 

armazenamento. Porém as proteínas com maior peso molecular, mantiveram-se intactas.  

         Após seis meses, outra alíquota descongelada foi submetida a eletroforese SDS-

PAGE 1D, como mostra a Figura 37c. Neste caso a visualização das bandas protéicas 

começou a ficar comprometida. As proteínas com peso molecular acima de 30 kDa 

mantiveram-se aparentemente intactas mas foi necessário maior tempo de descoloração 

da amostra para melhor visualização das mesmas, indicando que houve uma queda 

aparente na quantidade dessas proteínas. 

    A extração dessas proteínas envolveu a maceração do tecido, que tornou a célula 

exposta ao solvente. Com isso, algumas proteases e enzimas de degradação ganham 

acesso a compartimentos aos quais não tinham acesso, resultando em uma potente 

degradação protéica (Olivieri et al., 2001). 

Esse risco é minimizado por baixa temperatura (-70ºC),  por manipulação rápida da 

amostra e por uso de inibidores de proteases e outros inibidores enzimáticos. 

Idealmente, o tipo de atividade de protease deveria ser determinada para que inibidores 

específicos fossem usados, mas na prática, muitas vezes por conveniência, um cocktail 

de inibidores é adicionado (Ericsson et al., 2006). 
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VII – ANEXOS 
Tabela 16 – Valores aproximados de pI e peso molecular dos “spots” presentes no gel realizada com proteínas de 

membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizadas com  43,2 mM de Dodecil maltosídeo. 

nº spot pI MM (kDa) nº spot pI MM (kDa) nº spot pI MM (kDa) 
1 4,55 101 47 4,21 22 92 5,45 18 
2 4,54 93 48 4,10 22 93 5,53 18 
3 4,78 93 49 4,00 22 94 5,05 18 
4 4,29 92 50 3,88 22 95 4,99 18 
5 4,08 91 51 3,78 22 96 3,90 17 
6 3,90 89 52 4,39 21 97 4,89 18 
7 3,93 80 53 4,39 20 98 4,84 17 
8 3,50 79 54 5,44 20 99 3,82 17 
9 3,36 78 55 5,13 20 100 4,73 17 

10 4,48 76 56 5,18 20 101 4,51 17 
11 4,77 76 57 5,24 20 102 4,63 17 
12 4,34 75 58 5,04 20 103 4,38 17 
13 4,47 68 59 4,96 20 104 3,68 17 
14 4,62 68 60 4,83 20 105 4,23 17 
15 4,81 69 61 4,88 20 106 4,12 17 
16 4,33 67 62 4,73 20 107 4,02 17 
17 4,22 67 63 4,01 20 108 3,90 17 
18 4,06 66 64 4,50 20 109 3,80 17 
19 4,45 63 65 4,38 20 110 5,47 16 
20 4,23 62 66 4,23 19 111 5,15 16 
21 4,33 62 67 4,12 19 112 5,26 16 
22 4,61 59 68 4,02 19 113 5,20 16 
23 4,85 32 69 5,45 19 114 5,33 16 
24 4,79 31 70 5,14 19 115 5,60 16 
25 4,70 31 71 5,18 19 116 5,07 16 
26 4,34 31 72 5,25 19 117 4,85 16 
27 5,13 24 73 5,38 19 118 4,90 16 
28 5,44 23 74 5,59 19 119 4,99 16 
29 5,22 24 75 5,53 19 120 4,74 16 
30 5,31 23 76 5,05 18 121 4,41 16 
31 5,58 23 77 4,96 18 122 4,52 16 
32 5,66 23 78 4,74 18 123 4,63 16 
33 5,75 24 79 4,84 18 124 4,25 16 
34 5,91 24 80 4,89 18 125 4,15 16 
35 6,08 24 81 4,39 18 126 4,88 15 
36 5,04 23 82 4,52 18 127 3,53 15 
37 5,36 23 83 4,62 18 128 4,96 15 
38 5,84 24 84 4,24 18 129 4,78 15 
39 4,96 23 85 4,12 18 130 4,46 15 
40 4,82 23 86 5,26 18 131 4,38 14 
41 4,88 23 87 5,60 18 132 4,27 14 
42 4,34 23 88 4,01 18 133 4,16 14 
43 4,72 23 89 5,15 18 134 1,00 17 
44 5,17 23 90 5,20 18 135 5,45 18 
45 4,50 23 91 5,33 18 136 5,53 18 
46 4,60 23       
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Tabela  17 – Valores aproximados de pI e peso molecular dos “spots” presentes no gel de proteínas de membrana 

mitocondrial interna de rato, previamente solubilizadas  com  43,2 mM de Dodecil maltosídeo e com 65 mM de CHAPS 

no tampão de focalização. 
Nº spot pI MM (kDa) nº spot pI MM (kDa) nº spot pI MM (kDa) 

1 5,26 100 62 4,79 32 123 3,81 23 
2 3,84 95 63 8,56 32 124 5,28 22 
3 6,95 95 64 4,62 32 125 8,24 22 
4 3,56 94 65 8,69 32 126 5,38 22 
5 8,78 93 66 8,79 32 127 3,62 22 
6 8,88 91 67 5,34 32 128 3,84 22 
7 3,83 91 68 3,51 31 129 3,70 22 
8 8,64 91 69 3,84 31 130 7,85 22 
9 8,36 91 70 5,08 31 131 3,39 22 

10 8,91 86 71 5,78 30 132 5,12 21 
11 9,11 86 72 9,04 30 133 5,50 21 
12 8,72 86 73 6,19 29 134 4,82 21 
13 9,36 81 74 5,10 28 135 4,94 21 
14 3,81 78 75 4,77 28 136 5,19 21 
15 9,43 78 76 5,57 29 137 4,63 21 
16 3,59 78 77 9,05 29 138 5,00 21 
17 3,45 77 78 4,92 28 139 3,92 21 
18 9,28 76 79 5,49 28 140 5,26 21 
19 8,70 74 80 3,84 28 141 5,69 21 
20 8,83 74 81 4,53 28 142 8,59 21 
21 8,95 74 82 4,22 28 143 8,48 20 
22 6,36 74 83 3,91 28 144 8,67 21 
23 8,69 68 84 3,53 28 145 6,52 21 
24 8,83 69 85 3,65 27 146 8,38 20 
25 8,95 68 86 3,50 27 147 8,29 20 
26 8,49 69 87 9,05 27 148 8,57 20 
27 6,29 62 88 3,37 27 149 8,73 20 
28 8,71 61 89 6,74 27 150 6,20 20 
29 8,83 61 90 7,08 26 151 6,54 20 
30 8,94 60 91 5,89 26 152 8,80 20 
31 1,00 60 92 5,14 25 153 6,94 20 
32 9,10 59 93 5,25 25 154 4,23 19 
33 1,00 57 94 5,59 25 155 4,96 19 
34 1,00 54 95 4,82 25 156 5,12 19 
35 4,66 54 96 3,92 24 157 8,81 18 
36 6,27 50 97 4,92 25 158 4,75 18 
37 6,10 46 98 5,04 25 159 4,94 18 
38 8,81 45 99 6,96 25 160 6,52 18 
39 3,97 45 100 3,76 24 161 7,75 18 
40 6,18 43 101 4,10 24 162 7,92 18 
41 4,59 42 102 3,48 24 163 8,10 18 
42 6,75 41 103 4,95 24 164 5,06 18 
43 5,08 40 104 5,77 24 165 4,86 18 
44 5,42 40 105 3,38 24 166 8,99 18 
45 4,88 40 106 4,74 24 167 5,29 18 
46 4,01 39 107 5,12 24 168 7,08 17 
47 4,59 39 108 8,38 24 169 5,02 17 
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48 5,55 38 109 5,28 24 170 5,13 17 
49 4,84 37 110 5,20 24 171 6,49 16 
50 4,67 37 111 5,56 23 172 6,65 16 
51 3,51 37 112 7,60 23 173 7,87 16 
52 4,55 37 113 5,36 23 174 6,80 16 
53 5,05 37 114 5,66 23 175 7,15 16 
54 4,37 36 115 5,83 23 176 7,30 16 
55 3,85 36 116 8,36 23 177 4,71 15 
56 3,56 35 117 8,50 23 178 4,78 15 
57 3,46 35 118 6,74 23 179 4,63 15 
58 5,69 34 119 8,60 23 180 4,86 15 
59 5,38 33 120 5,02 23 181 4,96 15 
60 6,29 33 121 6,16 23 182 4,51 15 
61 5,25 33 122 4,19 23 183 1,02 9 

 
Tabela 18 – Valores aproximados de pI e peso molecular dos “spots” presentes no gel de proteínas de 

membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizadas com  43,2 mM de ASB-14, e com 65mM de CHAPS 

no tampão de focalização. 

Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) nº spot pI MM (kDa) 
1 3,35 4 19 9,99 50 37 9,59 67 
2 3,09 11 20 3,74 50 38 8,76 72 
3 9,85 14 21 4,24 51 39 7,94 75 
4 1,05 14 22 7,95 51 40 9,17 75 
5 1,01 14 23 3,41 51 41 6,42 78 
6 1,00 14 24 1,01 53 42 7,05 78 
7 9,73 18 25 4,67 55 43 8,84 80 
8 9,99 19 26 4,35 56 44 7,97 81 
9 1,04 20 27 4,15 57 45 8,93 83 

10 3,99 22 28 5,71 57 46 8,84 83 
11 1,05 22 29 5,24 58 47 9,80 93 
12 1,00 23 30 8,98 58 48 6,53 93 
13 4,57 23 31 9,13 58 49 8,90 94 
14 9,65 25 32 9,17 61 50 9,10 94 
15 1,00 25 33 8,95 62 51 8,98 94 
16 1,02 25 34 9,16 63 52 6,71 96 
17 1,00 27 35 4,98 63 53 6,71 99 
18 8,81 47 36 9,17 66    
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Tabela 19 – Valores aproximados de pI e massa molecular dos “spots” presentes no gel preparado com 

proteínas de membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizadas com 43,2 mM de ASB-16  e com 65 

mM de CHAPS no tampão de focalização. 

Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 
1 7,27 103 70 4,73 63 138 8,83 45 
2 7,40 103 71 5,15 63 139 5,28 44 
3 6,55 103 72 9,07 63 140 8,50 44 
4 6,22 95 73 4,61 63 141 8,59 44 
5 6,90 91 74 4,92 63 142 8,36 44 
6 6,71 91 75 5,52 63 143 8,25 44 
7 7,11 91 76 8,51 62 144 7,31 44 
8 5,52 91 77 8,71 62 145 8,57 42 
9 7,58 90 78 8,42 62 146 9,59 41 

10 7,72 90 79 8,18 61 147 9,45 40 
11 7,23 86 80 5,92 61 148 9,27 40 
12 7,74 86 81 6,32 61 149 9,06 40 
13 7,85 86 82 6,43 61 150 9,13 40 
14 5,44 81 83 6,60 61 151 8,93 40 
15 5,50 81 84 7,25 61 152 8,84 39 
16 5,58 81 85 7,65 62 153 8,69 39 
17 9,18 81 86 6,11 61 154 8,51 39 
18 9,01 81 87 6,85 61 155 8,39 39 
19 8,77 80 88 6,95 61 156 7,05 38 
20 8,86 80 89 5,14 61 157 7,68 39 
21 6,45 80 90 8,77 59 158 8,28 39 
22 6,57 80 91 7,61 58 159 5,90 38 
23 5,95 80 92 8,95 59 160 6,11 38 
24 6,87 79 93 6,45 57 161 6,45 38 
25 7,24 79 94 6,55 58 162 6,56 39 
26 7,70 79 95 5,96 58 163 6,95 38 
27 7,19 76 96 5,89 58 164 6,80 38 
28 6,49 76 97 8,77 58 165 7,21 38 
29 6,73 75 98 6,52 56 166 7,33 38 
30 7,32 74 99 7,34 56 167 8,10 39 
31 6,56 74 100 8,50 56 168 6,63 38 
32 6,97 74 101 5,92 56 169 9,12 38 
33 7,21 74 102 6,28 56 170 8,93 37 
34 3,48 74 103 6,35 56 171 8,84 37 
35 3,55 74 104 7,19 56 172 8,46 37 
36 3,62 74 105 7,85 56 173 7,62 36 
37 7,47 73 106 8,43 56 174 6,81 36 
38 4,74 72 107 6,71 55 175 7,16 36 
39 4,26 73 108 6,63 54 176 7,35 36 
40 4,33 73 109 9,95 54 177 7,98 36 
41 4,43 73 110 9,78 53 178 6,56 36 
42 7,01 71 111 9,45 53 179 6,47 36 
43 8,29 71 112 9,71 53 180 5,04 34 
44 9,53 70 113 9,21 52 181 7,45 33 
45 9,31 70 114 8,87 51 182 4,88 33 
46 6,50 70 115 6,60 50 183 6,86 33 
47 9,10 70 116 6,36 50 184 7,52 31 
48 8,78 69 117 7,21 50 185 4,59 30 
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49 4,98 69 118 7,31 51 186 4,84 30 
50 5,10 68 119 7,65 50 187 5,01 30 
51 5,18 69 120 8,23 50 188 7,24 29 
52 5,90 68 121 8,41 51 189 9,31 28 
53 6,00 68 122 5,91 50 190 4,42 23 
54 6,13 68 123 6,11 51 191 4,06 21 
55 6,49 68 124 7,78 51 192 4,31 21 
56 8,38 68 125 8,65 51 193 4,05 20 
57 8,51 68 126 6,90 50 194 4,26 20 
58 6,66 68 127 7,96 50 195 3,70 19 
59 6,91 68 128 6,97 50 196 6,45 18 
60 7,26 68 129 6,48 50 197 7,30 18 
61 7,74 68 130 4,17 50 198 3,72 17 
62 7,94 68 131 6,80 49 199 3,80 17 
63 8,31 68 132 7,41 49 200 3,76 16 
64 8,20 68 133 5,07 48 201 4,33 15 
65 10,05 66 134 5,22 48 202 5,50 15 
66 9,92 65 135 7,93 48 203 6,36 15 
67 9,56 64 136 7,42 48 204 7,33 22 
68 6,68 64 137 9,22 45 205 7,20 20 
69 4,31 64 

 
Tabela 20– Valores aproximados de pI e massa molecular dos “spots” presentes no gel  preparado com 

proteínas de membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizadas  com 43,2 mM de CHAPS e 65mM 

desse mesmo surfatante no tampão de focalização. 

Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 
1 4,43 98 45 7,45 55 89 3,67 94 
2 5,08 98 46 7,38 55 90 9,68 94 
3 4,04 14 47 7,18 55 91 3,58 94 
4 4,33 14 48 7,07 55 92 9,82 97 
5 4,12 14 49 3,97 55 93 6,66 97 
6 4,07 14 50 4,61 56 94 6,58 97 
7 4,47 14 51 4,01 55 95 6,49 98 
8 4,17 14 52 4,65 61 96 9,90 98 
9 3,86 14 53 6,12 64 97 3,32 98 

10 4,72 14 54 8,35 67 98 4,84 98 
11 3,91 14 55 8,11 67 99 5,08 98 
12 3,82 14 56 7,92 67 100 4,66 98 
13 3,58 15 57 7,71 68 101 4,96 98 
14 3,38 15 58 7,24 68 102 4,41 98 
15 3,81 16 59 7,00 69 103 4,29 98 
16 4,24 17 60 8,93 69 104 4,19 98 
17 4,67 21 61 6,92 69 105 4,01 98 
18 3,80 25 62 5,05 73 106 3,77 98 
19 4,77 25 63 4,88 73 107 3,71 98 
20 4,54 26 64 7,49 81 108 8,71 98 
21 3,36 28 65 7,44 81 109 8,91 98 
22 5,08 38 66 5,29 83 110 4,35 98 
23 4,80 40 67 6,74 83 111 4,78 98 
24 4,70 41 68 6,67 83 112 4,29 98 
25 4,62 41 69 8,34 84 113 5,65 98 
26 7,34 43 70 8,75 85 114 5,52 98 
27 7,94 49 71 8,63 84 115 5,39 98 
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28 8,19 49 72 8,52 84 116 5,31 98 
29 7,44 50 73 8,08 84 117 4,35 98 
30 7,58 50 74 7,62 85 118 4,48 98 
31 7,38 50 75 7,34 85 119 4,43 98 
32 5,31 51 76 8,93 86 120 4,03 98 
33 5,20 53 77 6,89 86 121 7,10 98 
34 4,88 53 78 6,65 87 122 6,89 98 
35 5,03 53 79 9,18 88 123 5,38 98 
36 8,46 54 80 6,32 89 124 6,68 98 
37 8,29 54 81 4,29 89 125 5,50 98 
38 8,12 54 82 4,37 90 126 8,99 98 
39 8,19 54 83 4,23 90 127 8,83 98 
40 8,05 54 84 9,45 90 128 8,72 98 
41 7,93 54 85 4,07 91 129 8,91 98 
42 7,86 54 86 4,01 92 130 4,76 97 
43 7,71 55 87 3,97 92 131 4,81 97 
44 7,61 55 88 3,78 94    

 
Tabela 21 – Valores aproximados de pI e massa molecular das proteínas dos “spots” presentes no gel 

preparado com membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizada com 43,2 mM de Digitonina e com 65 

mM de CHAPS no tampão de focalização. 

Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 
1 6,29 102 22 9,80 73 43 4,55 44 
2 5,78 100 23 9,62 72 44 9,18 43 
3 6,63 100 24 8,86 72 45 8,89 42 
4 6,75 100 25 6,12 72 46 4,51 42 
5 6,98 100 26 9,42 71 47 8,43 41 
6 6,23 99 27 9,28 71 48 4,61 24 
7 6,18 98 28 5,22 70 49 9,85 23 
8 8,95 94 29 6,13 70 50 4,61 22 
9 8,31 91 30 9,66 65 51 4,89 18 

10 4,69 88 31 9,41 63 52 4,64 18 
11 5,24 87 32 9,94 63 53 4,97 18 
12 4,90 82 33 9,21 62 54 4,92 18 
13 4,97 82 34 9,71 62 55 4,97 18 
14 9,09 81 35 8,93 61 56 3,58 18 
15 8,84 80 36 8,74 60 57 4,64 17 
16 8,59 79 37 8,40 60 58 3,77 17 
17 8,34 79 38 8,24 59 59 4,08 17 
18 8,20 78 39 4,56 55 60 4,86 17 
19 9,53 76 40 9,96 50 61 4,79 16 
20 3,38 75 41 9,72 48 62 4,78 15 
21 9,22 74 42 9,20 46 

 

 

 

 

 



  ANEXOS  

105  

Tabela 22 – Valores aproximados de pI e massa molecular de proteínas dos “spots” presentes no gel realizado 

com membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizada com 43,2 mM de C12E8 e com 65 mM de CHAPS 

no tampão de focalização.  

Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 
1 5,26 102 12 8,32 53 23 9,96 38 
2 5,42 98 13 5,34 53 24 8,40 33 
3 4,61 95 14 6,30 52 25 1,00 31 
4 5,48 72 15 6,70 52 26 4,50 21 
5 6,85 71 16 9,32 51 27 3,45 17 
6 8,50 66 17 9,03 51 28 3,64 16 
7 6,46 63 18 9,74 47 29 4,52 16 
8 4,81 61 19 9,22 46 30 3,95 16 
9 8,42 58 20 9,05 46 31 4,52 15 

10 8,60 58 21 8,67 46 32 4,70 15 
11 5,15 53 22 4,49 44 

 

Tabela 23 – Valores aproximados de pI e massa molecular de proteínas dos “spots” presentes no gel preparado 

com membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizada com 43,2 mM de Triton X-100 e com 65 mM de 

CHAPS no tampão de focalização. 
Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 

1 9,69 101 65 4,90 59 128 3,42 43 
2 9,63 101 66 4,95 59 129 3,49 42 
3 9,23 85 67 5,08 59 130 6,99 41 
4 6,95 84 68 7,14 58 131 3,70 40 
5 8,66 84 69 9,02 59 132 6,32 37 
6 7,17 83 70 5,17 58 133 5,38 37 
7 7,30 83 71 8,34 58 134 6,15 37 
8 7,41 83 72 8,45 58 135 6,21 36 
9 6,56 83 73 8,70 58 136 5,48 36 

10 9,06 82 74 8,82 58 137 5,45 36 
11 6,50 79 75 5,28 58 138 6,43 36 
12 6,31 78 76 5,49 58 139 5,49 36 
13 5,98 78 77 5,63 58 140 5,38 35 
14 9,86 78 78 6,47 57 141 6,37 35 
15 8,53 75 79 5,82 57 142 5,83 35 
16 9,63 73 80 6,75 57 143 6,12 35 
17 9,70 73 81 6,82 57 144 6,50 35 
18 9,56 73 82 8,44 57 145 5,45 34 
19 9,46 71 83 5,97 57 146 9,45 34 
20 9,30 71 84 6,02 57 147 5,51 34 
21 9,71 71 85 6,15 57 148 6,14 34 
22 9,16 70 86 6,23 57 149 9,29 34 
23 5,81 70 87 6,58 57 150 5,72 34 
24 7,62 70 88 7,01 57 151 6,02 34 
25 6,65 69 89 8,19 57 152 7,52 34 
26 6,78 69 90 6,95 57 153 7,59 34 
27 6,46 69 91 7,17 57 154 7,71 34 
28 7,95 69 92 7,26 57 155 6,25 33 
29 6,83 68 93 7,35 57 156 7,52 33 
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30 6,89 68 94 7,49 57 157 5,74 33 
31 9,35 68 95 7,79 57 158 6,12 33 
32 9,44 68 96 4,43 57 159 7,33 33 
33 9,50 68 97 4,60 57 160 7,59 33 
34 9,27 68 98 8,84 57 161 5,49 32 
35 9,17 67 99 8,71 57 162 7,49 32 
36 7,38 67 100 7,22 56 163 7,35 32 
37 6,29 67 101 7,37 55 164 7,41 32 
38 7,22 65 102 7,82 55 165 7,65 31 
39 5,52 64 103 8,59 55 166 7,82 30 
40 6,83 64 104 7,22 55 167 6,78 30 
41 5,76 64 105 7,58 55 168 7,73 30 
42 8,35 64 106 8,56 54 169 5,56 29 
43 8,44 64 107 7,66 52 170 7,49 29 
44 6,02 64 108 7,49 51 171 7,68 29 
45 6,08 64 109 4,59 50 172 7,58 29 
46 6,90 64 110 6,35 50 173 5,43 29 
47 7,05 64 111 6,12 49 174 7,48 28 
48 7,18 64 112 7,63 50 175 7,79 29 
49 7,35 64 113 7,90 50 176 7,68 28 
50 7,11 64 114 8,01 50 177 7,02 28 
51 7,88 64 115 7,45 49 178 5,54 22 
52 7,94 64 116 7,83 49 179 7,32 19 
53 7,57 63 117 8,05 49 180 9,25 18 
54 7,01 62 118 9,79 48 181 1,01 17 
55 6,89 60 119 7,94 49 182 9,79 17 
56 6,82 60 120 6,16 48 183 9,97 17 
57 6,65 60 121 6,44 47 184 9,61 17 
58 6,96 60 122 6,86 46 185 6,48 17 
59 7,01 60 123 7,47 45 186 9,29 17 
60 4,82 59 124 5,86 44 187 9,35 17 
61 4,49 59 125 6,78 44 188 6,25 16 
62 7,08 59 126 5,97 44 189 9,63 16 
63 4,59 59 127 6,25 44 190 9,65 15 
64 4,68 59 

 

Tabela 24 – Valores aproximados de pI e massa molecular de proteínas dos “spots” presentes no gel realizado 

com membrana mitocondrial interna de rato, previamente solubilizada com 43,2 mM de Colato de sódio e com 65 mM 

de CHAPS no tampão de focalização. 
Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) Nº spot pI MM (kDa) 

1 4,91 100 21 6,70 62 40 4,61 53 
2 4,22 98 22 8,78 62 41 7,54 53 
3 7,26 84 23 9,08 62 42 9,72 48 
4 7,00 83 24 3,92 58 43 6,72 47 
5 7,12 83 25 4,90 56 44 4,00 47 
6 6,71 83 26 4,62 57 45 4,19 46 
7 4,72 78 27 4,76 57 46 4,12 46 
8 4,81 78 28 5,10 57 47 5,69 39 
9 7,01 71 29 5,31 57 48 6,45 32 

10 7,08 71 30 8,71 56 49 6,35 28 
11 7,01 68 31 8,91 56 50 6,50 28 
12 4,50 67 32 7,66 54 51 6,55 27 
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13 4,44 66 33 6,97 54 52 4,02 21 
14 4,53 66 34 7,38 54 53 3,56 16 
15 6,93 64 35 6,71 54 54 4,04 16 
16 8,35 64 36 7,49 54 55 3,80 16 
17 3,69 63 37 7,59 54 56 4,29 16 
18 3,75 63 38 7,45 53 57 3,80 15 
19 7,43 63 39 3,82 53 58 1,01 5 
20 7,34 63 
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Tabela 25  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 3 a 4 entre as tabelas 16 (dodecil maltosídeo) e 
17(dodecil maltosídeo e CHAPS).  
 

       
Dodecil Maltosídeo    Associação- dodecil maltosídeo e CHAPS                                                             
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

6 3,9 89  2 3,84 95 

7 3,93 80  4 3,56 94 
8 3,5 79  7 3,83 91 
9 3,36 78  14 3,81 78 

50 3,88 22  16 3,59 78 
51 3,78 22  17 3,45 77 
96 3,9 17  39 3,97 45 

99 3,82 17  51 3,51 37 

104 3,68 17  55 3,85 36 
108 3,9 17  56 3,56 35 
109 3,8 17  57 3,46 35 
127 3,53 15  68 3,51 31 

       69 3,84 31 
    80 3,84 28 
    83 3,91 28 

    84 3,53 28 
    85 3,65 27 
    86 3,5 27 
    88 3,37 27 

    96 3,92 24 
    100 3,76 24 
    102 3,48 24 

    105 3,38 24 
    123 3,81 23 
    127 3,62 22 
    128 3,84 22 

    129 3,7 22 
    131 3,39 22 
    139 3,92 21 
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Tabela 26  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 16 (dodecil maltosídeo) e 17 
(dodecil maltosídeo e CHAPS).  
 

  Dodecil Maltosídeo       Associação- dodecil maltosídeo e CHAPS                                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

nº spot pI MM (kDa)  nº spot pI MM (kDa) 

1 4,55 101  35 4,66 54 

2 4,54 93  41 4,59 42 
3 4,78 93  45 4,88 40 
4 4,29 92  46 4,01 39 

5 4,08 91  47 4,59 39 
10 4,48 76  49 4,84 37 
11 4,77 76  50 4,67 37 

12 4,34 75  52 4,55 37 

13 4,47 68  54 4,37 36 
14 4,62 68  62 4,79 32 
15 4,81 69  64 4,62 32 

16 4,33 67  75 4,77 28 

17 4,22 67  78 4,92 28 
18 4,06 66  81 4,53 28 
19 4,45 63  82 4,22 28 
20 4,23 62  95 4,82 25 
21 4,33 62  97 4,92 25 
22 4,61 59  101 4,1 24 
23 4,85 32  103 4,95 24 
24 4,79 31  106 4,74 24 
25 4,7 31  122 4,19 23 
26 4,34 31  134 4,82 21 
39 4,96 23  135 4,94 21 
40 4,82 23  137 4,63 21 
41 4,88 23  154 4,23 19 
42 4,34 23  155 4,96 19 
43 4,72 23  158 4,75 18 
45 4,5 23  159 4,94 18 
46 4,6 23  165 4,86 18 

47 4,21 22  177 4,71 15 

48 4,1 22  178 4,78 15 
49 4 22  179 4,63 15 

52 4,39 21  180 4,86 15 

53 4,39 20  181 4,96 15 
59 4,96 20  182 4,51 15 
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61 4,88 20     
62 4,73 20     
63 4,01 20     
64 4,5 20     
65 4,38 20     
66 4,23 19     
67 4,12 19     
68 4,02 19     
77 4,96 18     
78 4,74 18     
79 4,84 18     
80 4,89 18     
81 4,39 18     
82 4,52 18     
83 4,62 18     
84 4,24 18     
85 4,12 18     
88 4,01 18     

95 4,99 18     
97 4,89 18     
98 4,84 17     

100 4,73 17     

101 4,51 17     
102 4,63 17     
103 4,38 17     

105 4,23 17     

106 4,12 17     
107 4,02 17     
117 4,85 16     
118 4,9 16     
119 4,99 16     
120 4,74 16     
121 4,41 16     
122 4,52 16     
123 4,63 16     
124 4,25 16     
125 4,15 16     
126 4,88 15     
128 4,96 15     
129 4,78 15     
130 4,46 15     
131 4,38 14     
132 4,27 14     
133 4,16 14     
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Tabela 27  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 5 a 6 entre as tabelas 16 (dodecil maltosídeo) e 17 
(dodecil maltosídeo e CHAPS).  
 
  Dodecil Maltosídeo       Associação - dodecil maltosídeo e CHAPS                                                 
 

nº spot pI MM (kDa)  nº spot pI MM (kDa) 
27 5,13 24  1 5,26 100 
28 5,44 23  43 5,08 40 
29 5,22 24  44 5,42 40 
30 5,31 23  48 5,55 38 
31 5,58 23  53 5,05 37 
32 5,66 23  58 5,69 34 
33 5,75 24  59 5,38 33 
34 5,91 24  61 5,25 33 
36 5,04 23  67 5,34 32 
37 5,36 23  70 5,08 31 
38 5,84 24  71 5,78 30 
44 5,17 23  74 5,1 28 

54 5,44 20  76 5,57 29 

55 5,13 20  79 5,49 28 
56 5,18 20  91 5,89 26 
57 5,24 20  92 5,14 25 

58 5,04 20  93 5,25 25 
69 5,45 19  94 5,59 25 
70 5,14 19  98 5,04 25 
71 5,18 19  104 5,77 24 
72 5,25 19  107 5,12 24 
73 5,38 19  109 5,28 24 
74 5,59 19  110 5,2 24 
75 5,53 19  111 5,56 23 
76 5,05 18  113 5,36 23 
86 5,26 18  114 5,66 23 
87 5,6 18  115 5,83 23 
89 5,15 18  120 5,02 23 
90 5,2 18  124 5,28 22 
91 5,33 18  126 5,38 22 

92 5,45 18  132 5,12 21 

93 5,53 18  133 5,5 21 
94 5,05 18  136 5,19 21 

110 5,47 16  138 5 21 
111 5,15 16  140 5,26 21 
112 5,26 16  141 5,69 21 
113 5,2 16  156 5,12 19 
114 5,33 16  164 5,06 18 
115 5,6 16  167 5,29 18 
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116 5,07 16  169 5,02 17 
135 5,45 18  170 5,13 17 
136 5,53 18     

 
 
Tabela 28  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 3 a 4 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 18 (ASB-14 e CHAPS).  
 
  Dodecil Maltosídeo                                   ASB-14  
       

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

139 3,92 21  1 3,35 4 
131 3,39 22  2 3,09 11 
127 3,62 22  10 3,99 22 
129 3,7 22  20 3,74 50 
128 3,84 22  23 3,41 51 
123 3,81 23     
105 3,38 24     
102 3,48 24     
100 3,76 24     
96 3,92 24     
88 3,37 27     
86 3,5 27     
85 3,65 27     
84 3,53 28     
80 3,84 28     
83 3,91 28     
68 3,51 31     
69 3,84 31     
57 3,46 35     
56 3,56 35     
55 3,85 36     
51 3,51 37     
39 3,97 45     
17 3,45 77     
16 3,59 78     
14 3,81 78     
7 3,83 91     
4 3,56 94     
2 3,84 95     
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Tabela 29  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 18 (ASB-14 e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                                  ASB-14  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  13 4,57 23 
41 4,59 42  21 4,24 51 
45 4,88 40  25 4,67 55 
46 4,01 39  26 4,35 56 
47 4,59 39  27 4,15 57 
49 4,84 37  35 4,98 63 
50 4,67 37     
52 4,55 37     
54 4,37 36     
62 4,79 32     
64 4,62 32     
75 4,77 28     
78 4,92 28     
81 4,53 28     
82 4,22 28     
95 4,82 25     
97 4,92 25     

101 4,1 24     
103 4,95 24     
106 4,74 24     
122 4,19 23     
134 4,82 21     
135 4,94 21     
137 4,63 21     
154 4,23 19     
155 4,96 19     
158 4,75 18     
159 4,94 18     
165 4,86 18     
177 4,71 15     
178 4,78 15     
179 4,63 15     
180 4,86 15     
181 4,96 15     
182 4,51 15     
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Tabela 30  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
       Dodecil Maltosídeo                                  ASB-16  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  38 4,74 72 
41 4,59 42  39 4,26 73 
45 4,88 40  40 4,33 73 
46 4,01 39  41 4,43 73 
47 4,59 39  49 4,98 69 
49 4,84 37  69 4,31 64 
50 4,67 37  70 4,73 63 
52 4,55 37  73 4,61 63 
54 4,37 36  74 4,92 63 
62 4,79 32  130 4,17 50 
64 4,62 32  182 4,88 33 
75 4,77 28  185 4,59 30 
78 4,92 28  186 4,84 30 
81 4,53 28  190 4,42 23 
82 4,22 28  191 4,06 21 
95 4,82 25  192 4,31 21 
97 4,92 25  193 4,05 20 

101 4,1 24  194 4,26 20 
103 4,95 24  201 4,33 15 
106 4,74 24     
122 4,19 23     
134 4,82 21     
135 4,94 21     
137 4,63 21     
154 4,23 19     
155 4,96 19     
158 4,75 18     
159 4,94 18     
165 4,86 18     
177 4,71 15     
178 4,78 15     
179 4,63 15     
180 4,86 15     
181 4,96 15     
182 4,51 15     

 
 
 
 



  ANEXOS  

115  

Tabela 31  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 5 a 6 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
       Dodecil Maltosídeo                                   ASB-16  

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

43 5,08 40  8 5,52 91 
44 5,42 40  14 5,44 81 
48 5,55 38  15 5,5 81 
53 5,05 37  16 5,58 81 
58 5,69 34  23 5,95 80 
59 5,38 33  50 5,1 68 
61 5,25 33  51 5,18 69 
67 5,34 32  52 5,9 68 
70 5,08 31  71 5,15 63 
71 5,78 30  75 5,52 63 
74 5,1 28  80 5,92 61 
76 5,57 29  89 5,14 61 
79 5,49 28  95 5,96 58 
91 5,89 26  96 5,89 58 
92 5,14 25  101 5,92 56 
93 5,25 25  122 5,91 50 
94 5,59 25  133 5,07 48 
98 5,04 25  134 5,22 48 

104 5,77 24  139 5,28 44 
107 5,12 24  159 5,9 38 
109 5,28 24  180 5,04 34 
110 5,2 24  187 5,01 30 
111 5,56 23  202 5,5 15 
113 5,36 23     
114 5,66 23     
115 5,83 23     
120 5,02 23     
124 5,28 22     
126 5,38 22     
132 5,12 21     
133 5,5 21     
136 5,19 21     
138 5 21     
140 5,26 21     
141 5,69 21     
156 5,12 19     
164 5,06 18     
167 5,29 18     
169 5,02 17     
170 5,13 17     
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Tabela 32  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 6 a 7 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
    Dodecil Maltosídeo                                   ASB-16  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

3 6,95 95  3 6,55 103 
22 6,36 74  4 6,22 95 
27 6,29 62  5 6,9 91 
36 6,27 50  6 6,71 91 
37 6,1 46  21 6,45 80 
40 6,18 43  22 6,57 80 
42 6,75 41  24 6,87 79 
60 6,29 33  28 6,49 76 
73 6,19 29  29 6,73 75 
89 6,74 27  31 6,56 74 
99 6,96 25  32 6,97 74 

118 6,74 23  46 6,5 70 
121 6,16 23  53 6 68 
145 6,52 21  54 6,13 68 
150 6,2 20  55 6,49 68 
151 6,54 20  58 6,66 68 
153 6,94 20  59 6,91 68 
160 6,52 18  68 6,68 64 
171 6,49 16  81 6,32 61 
172 6,65 16  82 6,43 61 
174 6,8 16  83 6,6 61 

       86 6,11 61 
       87 6,85 61 
       88 6,95 61 
       93 6,45 57 
       94 6,55 58 
       98 6,52 56 
       102 6,28 56 
       103 6,35 56 
       107 6,71 55 
       108 6,63 54 
       115 6,6 50 
       116 6,36 50 
       123 6,11 51 
       126 6,9 50 
       128 6,97 50 
       129 6,48 50 
       131 6,8 49 
       160 6,11 38 
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       161 6,45 38 
       162 6,56 39 

    163 6,95 38 
    164 6,8 38 

    168 6,63 38 
    174 6,81 36 
    178 6,56 36 
    179 6,47 36 

    183 6,86 33 
    196 6,45 18 
    203 6,36 15 
 
 
Tabela 33  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 7 a 8 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
  Dodecil Maltosídeo                                   ASB-16  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

175 7,15 16  197 7,3 18 
176 7,3 16  205 7,2 20 
173 7,87 16  204 7,33 22 
168 7,08 17  188 7,24 29 
161 7,75 18  184 7,52 31 
162 7,92 18  181 7,45 33 
130 7,85 22  175 7,16 36 
112 7,6 23  176 7,35 36 
90 7,08 26  173 7,62 36 

    177 7,98 36 
    156 7,05 38 
    165 7,21 38 
    166 7,33 38 
    157 7,68 39 
    144 7,31 44 
    136 7,42 48 
    135 7,93 48 
    132 7,41 49 
    117 7,21 50 
    119 7,65 50 
    127 7,96 50 
    118 7,31 51 
    124 7,78 51 
    104 7,19 56 
    99 7,34 56 
    105 7,85 56 
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    91 7,61 58 
    84 7,25 61 
    85 7,65 62 
    60 7,26 68 
    61 7,74 68 
    62 7,94 68 
    42 7,01 71 
    37 7,47 73 
    33 7,21 74 
    30 7,32 74 
    27 7,19 76 
    25 7,24 79 
    26 7,7 79 
    11 7,23 86 
    12 7,74 86 

    13 7,85 86 
    9 7,58 90 
    10 7,72 90 

    7 7,11 91 
    1 7,27 103 
    2 7,4 103 
 
 
Tabela 34  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 8 a 9 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
  Dodecil Maltosídeo                                   ASB-16  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

5 8,78 93  19 8,77 80 
6 8,88 91  20 8,86 80 
8 8,64 91  43 8,29 71 
9 8,36 91  48 8,78 69 

10 8,91 86  56 8,38 68 
12 8,72 86  57 8,51 68 
19 8,7 74  63 8,31 68 
20 8,83 74  64 8,2 68 
21 8,95 74  76 8,51 62 
23 8,69 68  77 8,71 62 
24 8,83 69  78 8,42 62 
25 8,95 68  79 8,18 61 
26 8,49 69  90 8,77 59 
28 8,71 61  92 8,95 59 
29 8,83 61  97 8,77 58 
30 8,94 60  100 8,5 56 
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38 8,81 45  106 8,43 56 
63 8,56 32  114 8,87 51 
65 8,69 32  120 8,23 50 
66 8,79 32  121 8,41 51 

108 8,38 24  125 8,65 51 
116 8,36 23  138 8,83 45 
117 8,5 23  140 8,5 44 
119 8,6 23  141 8,59 44 
125 8,24 22  142 8,36 44 
142 8,59 21  143 8,25 44 
143 8,48 20  145 8,57 42 
144 8,67 21  151 8,93 40 
146 8,38 20  152 8,84 39 
147 8,29 20  153 8,69 39 
148 8,57 20  154 8,51 39 
149 8,73 20  155 8,39 39 
152 8,8 20  158 8,28 39 
157 8,81 18  167 8,1 39 
163 8,1 18  170 8,93 37 
166 8,99 18  171 8,84 37 

       172 8,46 37 
 
 
Tabela 35  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 9 a 10 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 19 (ASB-16 e CHAPS).  
 
       Dodecil Maltosídeo                                      ASB-16  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

87 9,05 27  189 9,31 28 
77 9,05 29  169 9,12 38 
72 9,04 30  149 9,06 40 
32 9,1 59  150 9,13 40 
18 9,28 76  148 9,27 40 
15 9,43 78  147 9,45 40 
13 9,36 81  146 9,59 41 
11 9,11 86  137 9,22 45 
       113 9,21 52 
       111 9,45 53 
       112 9,71 53 
       110 9,78 53 
       109 9,95 54 
       72 9,07 63 
       67 9,56 64 
       66 9,92 65 
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       47 9,1 70 
       45 9,31 70 
       44 9,53 70 
       18 9,01 81 
       17 9,18 81 

 
 
Tabela 36  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 3 a 4 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 20 (CHAPS: 43,2 e 65mM).  
 
      Dodecil Maltosídeo                                   CHAPS  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

2 3,84 95  9 3,86 14 
4 3,56 94  11 3,91 14 
7 3,83 91  12 3,82 14 

14 3,81 78  13 3,58 15 
16 3,59 78  14 3,38 15 
17 3,45 77  15 3,81 16 
39 3,97 45  18 3,8 25 
51 3,51 37  21 3,36 28 
55 3,85 36  49 3,97 55 
56 3,56 35  87 3,97 92 
57 3,46 35  88 3,78 94 
68 3,51 31  89 3,67 94 
69 3,84 31  91 3,58 94 
80 3,84 28  97 3,32 98 
83 3,91 28  106 3,77 98 
84 3,53 28  107 3,71 98 
85 3,65 27        
86 3,5 27        
88 3,37 27        
96 3,92 24        

100 3,76 24        
102 3,48 24        
105 3,38 24        
123 3,81 23        
127 3,62 22        
128 3,84 22        
129 3,7 22        
131 3,39 22        
139 3,92 21        
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Tabela 37  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 20 (CHAPS: 43,2 e 65mM).  
 
     Dodecil Maltosídeo                                   CHAPS   
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  3 4,04 14 
41 4,59 42  4 4,33 14 
45 4,88 40  5 4,12 14 
46 4,01 39  6 4,07 14 
47 4,59 39  7 4,47 14 
49 4,84 37  8 4,17 14 
50 4,67 37  10 4,72 14 
52 4,55 37  16 4,24 17 
54 4,37 36  17 4,67 21 
62 4,79 32  19 4,77 25 
64 4,62 32  20 4,54 26 
75 4,77 28  23 4,8 40 
78 4,92 28  24 4,7 41 
81 4,53 28  25 4,62 41 
82 4,22 28  34 4,88 53 
95 4,82 25  50 4,61 56 
97 4,92 25  51 4,01 55 

101 4,1 24  52 4,65 61 
103 4,95 24  63 4,88 73 
106 4,74 24  81 4,29 89 
122 4,19 23  82 4,37 90 
134 4,82 21  83 4,23 90 
135 4,94 21  85 4,07 91 
137 4,63 21  86 4,01 92 
154 4,23 19  130 4,76 97 
155 4,96 19  131 4,81 97 
158 4,75 18        
159 4,94 18        
165 4,86 18        
177 4,71 15        
178 4,78 15        
179 4,63 15        
180 4,86 15        
181 4,96 15        
182 4,51 15        

 
 
 
 



  ANEXOS  

122  

Tabela 38  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 5 a 6 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 20 (CHAPS: 43,2 e 65mM).  
  
    Dodecil Maltosídeo                                  CHAPS  

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

43 5,08 40  22 5,08 38 
44 5,42 40  32 5,31 51 
48 5,55 38  33 5,2 53 
53 5,05 37  35 5,03 53 
58 5,69 34  62 5,05 73 
59 5,38 33  66 5,29 83 
61 5,25 33        
67 5,34 32        
70 5,08 31        
71 5,78 30        
74 5,1 28        
76 5,57 29        
79 5,49 28        
91 5,89 26        
92 5,14 25        
93 5,25 25        
94 5,59 25        
98 5,04 25        

104 5,77 24        
107 5,12 24        
109 5,28 24        
110 5,2 24        
111 5,56 23        
113 5,36 23        
114 5,66 23        
115 5,83 23        
120 5,02 23        
124 5,28 22        
126 5,38 22        
132 5,12 21        
133 5,5 21        
136 5,19 21        
138 5 21        
140 5,26 21        
141 5,69 21        
156 5,12 19        
164 5,06 18        
167 5,29 18        
169 5,02 17        
170 5,13 17        
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Tabela 39  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 8 a 9 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 20 (CHAPS: 43,2 e 65mM).  
  
     Dodecil Maltosídeo                                  CHAPS  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

5 8,78 93  28 8,19 49 
6 8,88 91  36 8,46 54 
8 8,64 91  37 8,29 54 
9 8,36 91  38 8,12 54 

10 8,91 86  39 8,19 54 
12 8,72 86  40 8,05 54 
19 8,7 74  54 8,35 67 
20 8,83 74  55 8,11 67 
21 8,95 74  60 8,93 69 
23 8,69 68  69 8,34 84 
24 8,83 69  70 8,75 85 
25 8,95 68  71 8,63 84 
26 8,49 69  72 8,52 84 
28 8,71 61  73 8,08 84 
29 8,83 61  76 8,93 86 
30 8,94 60        
38 8,81 45        
63 8,56 32        
65 8,69 32        
66 8,79 32        

108 8,38 24        
116 8,36 23        
117 8,5 23        
119 8,6 23        
125 8,24 22        
142 8,59 21        
143 8,48 20        
144 8,67 21        
146 8,38 20        
147 8,29 20        
148 8,57 20        
149 8,73 20        
152 8,8 20        
157 8,81 18        
163 8,1 18        
166 8,99 18        
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Tabela 40  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 21 (Digitonina e CHAPS).  
 
      Dodecil Maltosídeo                                Digitonina  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  10 4,69 88 
41 4,59 42  12 4,9 82 
45 4,88 40  13 4,97 82 
46 4,01 39  39 4,56 55 
47 4,59 39  43 4,55 44 
49 4,84 37  46 4,51 42 
50 4,67 37  48 4,61 24 
52 4,55 37  50 4,61 22 
54 4,37 36  51 4,89 18 
62 4,79 32  52 4,64 18 
64 4,62 32  53 4,97 18 
75 4,77 28  54 4,92 18 
78 4,92 28  55 4,97 18 
81 4,53 28  57 4,64 17 
82 4,22 28  59 4,08 17 
95 4,82 25  60 4,86 17 
97 4,92 25  61 4,79 16 

101 4,1 24  62 4,78 15 
103 4,95 24     
106 4,74 24     
122 4,19 23     
134 4,82 21     
135 4,94 21     
137 4,63 21     
154 4,23 19     
155 4,96 19     
158 4,75 18     
159 4,94 18     
165 4,86 18     
177 4,71 15     
178 4,78 15     
179 4,63 15     
180 4,86 15     
181 4,96 15     
182 4,51 15     
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Tabela 41  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 8 a 9 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 21 (Digitonina e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                                Digitonina  
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

5 8,78 93  8 8,95 94 
6 8,88 91  9 8,31 91 
8 8,64 91  15 8,84 80 
9 8,36 91  16 8,59 79 

10 8,91 86  17 8,34 79 
12 8,72 86  18 8,2 78 
19 8,7 74  24 8,86 72 
20 8,83 74  35 8,93 61 
21 8,95 74  36 8,74 60 
23 8,69 68  37 8,4 60 
24 8,83 69  38 8,24 59 
25 8,95 68  45 8,89 42 
26 8,49 69  47 8,43 41 
28 8,71 61     
29 8,83 61     
30 8,94 60     
38 8,81 45     
63 8,56 32     
65 8,69 32     
66 8,79 32     

108 8,38 24     
116 8,36 23     
117 8,5 23     
119 8,6 23     
125 8,24 22     
142 8,59 21     
143 8,48 20     
144 8,67 21     
146 8,38 20     
147 8,29 20     
148 8,57 20     
149 8,73 20     
152 8,8 20     
157 8,81 18     
163 8,1 18     
166 8,99 18     
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Tabela 42  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 9 a 10 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 21 (Digitonina e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                                 Digitonina  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

11 9,11 86  14 9,09 81 
13 9,36 81  19 9,53 76 
15 9,43 78  21 9,22 74 
18 9,28 76  22 9,8 73 
32 9,1 59  23 9,62 72 
72 9,04 30  26 9,42 71 
77 9,05 29  27 9,28 71 
87 9,05 27  30 9,66 65 

    31 9,41 63 

    32 9,94 63 
    33 9,21 62 
    34 9,71 62 

    40 9,96 50 
    41 9,72 48 
    42 9,2 46 
    44 9,18 43 

    49 9,85 23 
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Tabela 43  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 22 (C12E8 e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                                    C12E8   
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  3 4,61 95 
41 4,59 42  8 4,81 61 
45 4,88 40  22 4,49 44 
46 4,01 39  26 4,5 21 
47 4,59 39  29 4,52 16 
49 4,84 37  31 4,52 15 
50 4,67 37  32 4,7 15 
52 4,55 37     
54 4,37 36     
62 4,79 32     
64 4,62 32     
75 4,77 28     
78 4,92 28     
81 4,53 28     
82 4,22 28     
95 4,82 25     
97 4,92 25     

101 4,1 24     
103 4,95 24     
106 4,74 24     
122 4,19 23     
134 4,82 21     
135 4,94 21     
137 4,63 21     
154 4,23 19     
155 4,96 19     
158 4,75 18     
159 4,94 18     
165 4,86 18     
177 4,71 15     
178 4,78 15     
179 4,63 15     
180 4,86 15     
181 4,96 15     
182 4,51 15     
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Tabela 44  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 5 a 6 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 23 (Triton X-100 e CHAPS).  
 
      Dodecil Maltosídeo                              Triton X-100   

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

43 5,08 40  13 5,98 78 
44 5,42 40  23 5,81 70 
48 5,55 38  39 5,52 64 
53 5,05 37  41 5,76 64 
58 5,69 34  67 5,08 59 
59 5,38 33  70 5,17 58 
61 5,25 33  75 5,28 58 
67 5,34 32  76 5,49 58 
70 5,08 31  77 5,63 58 
71 5,78 30  79 5,82 57 
74 5,1 28  83 5,97 57 
76 5,57 29  124 5,86 44 
79 5,49 28  126 5,97 44 
91 5,89 26  133 5,38 37 
92 5,14 25  136 5,48 36 
93 5,25 25  137 5,45 36 
94 5,59 25  139 5,49 36 
98 5,04 25  140 5,38 35 

104 5,77 24  142 5,83 35 
107 5,12 24  145 5,45 34 
109 5,28 24  147 5,51 34 
110 5,2 24  150 5,72 34 
111 5,56 23  157 5,74 33 
113 5,36 23  161 5,49 32 
114 5,66 23  169 5,56 29 
115 5,83 23  173 5,43 29 
120 5,02 23  178 5,54 22 
124 5,28 22     
126 5,38 22     
132 5,12 21     
133 5,5 21     
136 5,19 21     
138 5 21     
140 5,26 21     
141 5,69 21     
156 5,12 19     
164 5,06 18     
167 5,29 18     
169 5,02 17     
170 5,13 17     



  ANEXOS  

129  

Tabela 45  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 6 a 7 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 23 (Triton X-100 e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                             Triton X-100   
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

3 6,95 95  4 6,95 84 
22 6,36 74  9 6,56 83 
27 6,29 62  11 6,5 79 
36 6,27 50  12 6,31 78 
37 6,1 46  25 6,65 69 
40 6,18 43  26 6,78 69 
42 6,75 41  27 6,46 69 
60 6,29 33  29 6,83 68 
73 6,19 29  30 6,89 68 
89 6,74 27  37 6,29 67 
99 6,96 25  40 6,83 64 

118 6,74 23  44 6,02 64 
121 6,16 23  45 6,08 64 
145 6,52 21  46 6,9 64 
150 6,2 20  55 6,89 60 
151 6,54 20  56 6,82 60 
153 6,94 20  57 6,65 60 
160 6,52 18  58 6,96 60 
171 6,49 16  78 6,47 57 
172 6,65 16  80 6,75 57 
174 6,8 16  81 6,82 57 

    84 6,02 57 
    85 6,15 57 
    86 6,23 57 

    87 6,58 57 
    90 6,95 57 
    110 6,35 50 

    111 6,12 49 
    120 6,16 48 
    121 6,44 47 
    122 6,86 46 

    125 6,78 44 
    127 6,25 44 
    130 6,99 41 
    132 6,32 37 

    134 6,15 37 
    135 6,21 36 
    138 6,43 36 

    141 6,37 35 
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    143 6,12 35 
    144 6,5 35 
    148 6,14 34 
    151 6,02 34 

    155 6,25 33 
    158 6,12 33 
    167 6,78 30 
    185 6,48 17 

    188 6,25 16 
 
 
Tabela 46  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 9 a 10 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 23 (Triton X-100 e CHAPS).  
 
  Dodecil Maltosídeo                             Triton X-100   

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

11 9,11 86  1 9,69 101 
13 9,36 81  2 9,63 101 
15 9,43 78  3 9,23 85 
18 9,28 76  10 9,06 82 
32 9,1 59  14 9,86 78 
72 9,04 30  16 9,63 73 
77 9,05 29  17 9,7 73 
87 9,05 27  18 9,56 73 

    19 9,46 71 
    20 9,3 71 

    21 9,71 71 
    22 9,16 70 
    31 9,35 68 
    32 9,44 68 

    33 9,5 68 
    34 9,27 68 
    35 9,17 67 

    69 9,02 59 
    118 9,79 48 
    146 9,45 34 
    149 9,29 34 

    180 9,25 18 
    182 9,79 17 
    183 9,97 17 

    184 9,61 17 
    186 9,29 17 
    187 9,35 17 
    189 9,63 16 

    190 9,65 15 
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Tabela 47 - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 4 a 5 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 24 (Colato de sódio e CHAPS).  
 
     Dodecil Maltosídeo                              Colato de sódio    
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

35 4,66 54  7 4,72 78 
41 4,59 42  8 4,81 78 
45 4,88 40  12 4,5 67 
46 4,01 39  13 4,44 66 
47 4,59 39  14 4,53 66 
49 4,84 37  25 4,9 56 
50 4,67 37  26 4,62 57 
52 4,55 37  27 4,76 57 
54 4,37 36  40 4,61 53 
62 4,79 32  44 4 47 
64 4,62 32  45 4,19 46 
75 4,77 28  46 4,12 46 
78 4,92 28  52 4,02 21 
81 4,53 28  54 4,04 16 
82 4,22 28  56 4,29 16 
95 4,82 25        
97 4,92 25        

101 4,1 24     
103 4,95 24     
106 4,74 24     
122 4,19 23     
134 4,82 21     
135 4,94 21     
137 4,63 21     
154 4,23 19     
155 4,96 19     
158 4,75 18     
159 4,94 18     
165 4,86 18     
177 4,71 15     
178 4,78 15     
179 4,63 15     
180 4,86 15     
181 4,96 15     
182 4,51 15     
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Tabela 48  - Análise de “spots” similares (grifados) na faixa de pI 6 a 7 entre as tabelas 17 (dodecil maltosídeo + 
CHAPS) e 24 (Colato de sódio e CHAPS).  
 
    Dodecil Maltosídeo                          Colato de sódio   
 

Nº spot pI MM (kDa)  Nº spot pI MM (kDa) 

3 6,95 95  6 6,71 83 
22 6,36 74  15 6,93 64 
27 6,29 62  21 6,7 62 
36 6,27 50  33 6,97 54 
37 6,1 46  35 6,71 54 
40 6,18 43  43 6,72 47 
42 6,75 41  48 6,45 32 
60 6,29 33  49 6,35 28 
73 6,19 29  50 6,5 28 
89 6,74 27  51 6,55 27 
99 6,96 25        

118 6,74 23        
121 6,16 23        
145 6,52 21        
150 6,2 20        
151 6,54 20        
153 6,94 20        
160 6,52 18        
171 6,49 16        
172 6,65 16        
174 6,8 16        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




