
ELUIÇÃO D E PROTEÍNAS D E GEL D E POLIACRILAMIDA: DESCRIÇÃ O D E METODOLOGIA 
SIMPLES E  ECONÔMICA. 

V e r a B O N G E R T Z 

R E S U M O 

D e s c r e v e - s e u m a m e t o d o l o g i a s i m p l i f i c a d a p a r a a  e le t roe lu i çâ o q u a n t i t a t i v a d e 
p r o t e í n a s d e ge l d e p o l i a c r i l a m i d a . A p o s c o l o r a ç ã o d o ge l pe l o C o o m a s s i e B r i l l i a n t 
B l u e R  250 , o s c o m p o n e n t e s i d e n t i f i c a d o s sã o r e c o r t a d o s e  a s p r o t e í n a s e l u i d a . 
do ge l po r u m p r o c e d i m e n t o d e s e n v o l v i d o p a r a us o e m a p a r e l h o d e eletrofores e 
v e r t i c a l e m tubos . 

U N I T E R M O S : P o l i a c r i l a m i d a ; E l e t r o e l u i ç â o ; P r o t e í n a s . 

I N T R O D U Ç Ã O 

A t é c n i c a d e e le t ro fores e e m ge l d e p o l i a c r i 
l a m i d a e m p r e s e n ç a de d o d e c i l su l fa t o d e sód i c 
( S D S - P A G E ) d e s e n v o l v i d a p o r L A E M M L Í 6 é 
a m p l a m e n t e u t i l i z a d a p a r a a  a n á l i s e d e pro te í 
n a s d e u m a m i s t u r a c o m p l e x a , po i s p e r m i t e £ 
s e p a r a ç ã o do s c o m p o n e n t e s d a m i s t u r a d e aco r 
do c o m o  s e u pes o m o l e c u l a r . A p l i c a n d o a  e s t a 
t é c n i c a o  p r o c e d i m e n t o desc r i t o po r B O U L A R D 
& L E C R O I S E Y 2 , a  p r o d u ç ão d e a n t i c o r p o s pod e 
ser o b t i d a u t i l i z a n d o d i r e t a m e n t e o s f r a g m e n t o s 
reco r tados d o ge l . A a n á l i s e f u n c i o n ai d a s pro te í 
n a s i n d i v i d u a l i z a d a s , t a is c o m o a  d e t e r m i n a ç ã o 
da a t i v i d a d e e n z i m á t i c a o u d a a f i n i dad e po r a n 
t i co rpos o u l e c t i n a s , foi v i a b i l i z a d a p e la a s s o c i a 
çáo d a t é c n i c a d e Wes te r n b lo t 7 a o S D S - P A G E . 
R e c e n t e m e n t e , A B O U - Z E I D e t a l / p r o d u z i r a m 
a n t í g e n o s l i g a d o s a  p a r t í c u l a s d e n i t r oce lu los e 
c a p a z e s d e e s t i m u l a r l i n fóc i tos , b a s e a n d o - s e na 
t é c n i c a d e T O W B I N 

E s t a s m e t o d o l o g i a s , e m b o r a o fe reça m g ran -
de r e s o l u ç ã o , n ã o f o r a m d e s e n v o l v i d a s p a r a a 
c a r a c t e r i z a ç ã o q u í m i c a o u b i o l ó g i c a d e p ro te í 

n a s , o u m e s m o p a r a a  o b t e n ç ã o d e a n t í g e n o s 
p u r i f i c a d o s , u t i l i z a d os e m R a d i o i m u n o e n s a i o o u 
out ro m é t o d o d e i m u n o d i a g n ó s t i c o . 

P a r a a  e l u i ção d e p r o t e í n as i d e n t i f i c a d a s e m 
gel d e p o l i a c r i l a m i d a , d i v e r s o s m é t o d o s fo ra m 
desc r i t os n a l i t e ra tu ra , b a s e a n d o - s e nos p r i n c í 
p ios d e d i f u s ã o 4 o u d e e le t ro forese 5 . 

O p r o c e d i m e n t o d e e le t roe lu i çâ o q u a n t i t a 
t i v a a q u i desc r i t o é  u ma m o d i f i c a ç ã o d a t é c n i c a 
de H A N A O K A e t a l . 5 , d e s e n v o l v i da p a r a ev i ta r 
a n e c e s s i d a d e da a q u i s i ç ã o d e n o v o s a p a r e l h o s , 
t o r n a n d o - a ; d e s t a m a n e i r a , m a i s s i m p l e s e  eco -
n ô m i c a 

M A T E R I A L E  M É T O D O S 

A s e p a r a ç ã o e le t ro fo ré t i c a d a s p r o t e í n a s a 
se rem e s t u d a d a s fo i fe i t a pe l o m é t o d o d e S DS 
P A G E , s e g u i d a d e r e v e l a ç ã o p e l o c o r a n t e 
C o o m a s s i e B r i l l i a n t B l u e R 2 5 0 3 . 

D e p a r t a m e n t o d e I m u n o l o g i a . F u n d a ç ã o O s w a l do C r u z . C a i x a P o s t a l 926 . C E P 20001 R i o d e J a n e i r o , R J , B r a s i l . 



O a p a r e l h o d e e let roforese v e r t i c a l e m t u b o s 
u t i l i z a d o fo i o  s i s t e ma GE 2/4, P h a r m a c i a, L a b o-
ra to ry S e p a r a t i o n D i v i s i o n , U p p s a l a, S u é c i a . 

E l u i ç ã o d a s p r o t e í n as d o g e l d e p o l i a c r i l a m i d a . 

a) T u b o s d e v i d r o d e p a r e d e s f i na s a d e q u a d o s 
p a r a u s o em a p a r e l h o d e e le t ro forese v e r t i c a l e m 
t u b o s , c o m o o s u t i l i z a d o s r o t i n e i r a m e n t e p a r a 
a c o n f e c ç ã o d e p i p e t a s P a s t e u r , s ã o e s t i r a d o s 
e a s p o n t as c o r t a d a s de m o do a  f o rmar p e q u e n a s 
c o n s t r i c ç õ e s d e a m b o s o s l a d o s , t o r n a n do o  d i â -
me t ro c e r c a d e 2  mm m e n o r d o q u e o  o r i g i n a l . 

b) E s t e s t ubo s sã o c o l o c a d os em p o s i ç ã o v e r t i c a l 
e m u m rec ip ien t e d e fundo c h a t o , no q u a l é  ver t i -
do u m a s o l u ç ã o d e p o l i a c r i l a m i d a a  10 % e m vo -
l u m e su f i c ien t e p a r a p e r m i t i r qu e e s t a pene t r e 
nos t ubo s at é u m a a l t u r a d e c e r c a d e 1  c m. 

c) A p ó s a  p o l i m e r i z a ç ã o, re t i ra -se o s t u b o s des t e 
rec ip ien te e  a d a p t a - se à e x t r e m i d a de c o m p o l i a -
c r i l a m i d a , u m a m e m b r a n a d e d i á l i s e ( S p e c t r a / 
P o r , d i â m e t r o 6  m m, T h o m a s S c i e n t i f i c, S w e d e s -
boro , N J , U S A) c o m c e r c a d e 8  c m d e c o m p r i -
m e n t o , r e fo r çand o a  l i g a ç ã o d a m e m b r a n a d e 
d iá l i se a o t ubo d e v i d r o c o m p a r a f i l m e ( P a r a f i l m 
" M " , A m e r i c a n C a n C o m p a n y , G r e e n w i c h , C T, 
U S A ) e  c o m u m p e q u e n o ane l e l ás t i c o d e c e r c a 
de 2  m m d e l a r g u r a r e c o r t a d o d e u m t u b o d e 
b o r r a c h a . 

d) Man tendo -s e o  t u b o e m p o s i ç ã o v e r t i c a l d e 
m o d o a  ficar a  m e m b r a n a d e d i á l i s e p a r a c i m a , 
ad i c i ona -se c e r c a d e 1  ml d e t a m p ã o d e c o r r i d a 
e, a p ó s ve r i f i caçã o d a a u s ê n c i a de b o l h a s d e ar , 
fecha-se a  m e m b r a na c o m u m a p r e s i l h a ( "ex t re -
m i d a d e in fer io r " ) . 

e) E m s e g u i d a , a d a p t a - s e à  e x t r e m i d a d e l i v r e 
u m a m e m b r a n a d e d i á l i s e c o m c e r c a d e 2  c m 
de c o m p r i m e n t o , re fo rçand o a  l i g a ç ão c om p a r a -
filme. ( " e x t r e m i d a d e s u p e r i o r " ) . 

f) I n t r o d u z - s e est e c o n j u n t o n o a p a r e l h o d e ele -
t roforese, a t é qu e a  b o r d a supe r i o r d o t u b o d e 
v id ro es te j a n i v e l a da c o m o  or i f íc i o d o a p a r e l h o . 

g) P r e e n c h e - s e en tão o  t u b o d e v i d r o c o m t a m -
p ã o d e c o r r i d a i n s e r i n d o n o s m e s m o s o s f rag -
m e n t o s r eco r t ado s d o ge l q ue c o n t ê m a  p r o t e í n a 
a se r e l u i da ( F i g . 1). 

h) S e g u e - s e a  e le t ro forese c o n v e n c i o n a l , a p l i c a n-
do-se u m a cor ren t e c o n t í n u a c o n s t a n t e d e 2  m A 
por t ubo . 

R E S U L T A D O S 

N a s c o n d i ç õ e s d e s c r i t a s , a e l u i çã o to ta l d a s 
p r o t e í n a s ocor r e e m a p r o x i m a d a m e n t e 1 6 h o r a s. 
O t é r m i n o d a e l u i çã o é  i n d i c a d o p e l a m i g r a ç ã o 
to ta l d o a z u l d e C o o m a s s i e do s f r a g m e n t o s d e 
ge l p a r a a  m e m b r a n a d e d iá l i s e in fer io r ( F i g . 2). 
O r e n d i m e n t o d a e l e t r oe lu i ção , a v a l i a d o a p ó s 
p r e c i p i t a ç ã o d o s e l ua to s p e l a a c e t o n a 7 , v a r i o u 
de 7 5 a  9 2 % , p a ra o  i s o l a m e n t o d e p r o t e í n a s d e 
soros d e a n i m a i s i n f ec tado s po r L e i s h m a n i a do-
n o v a n i . N e s t e t r a b a l ho ( m a n u s c r i t o e m p r e p a r a -
ção ) , f o r a m i s o l a d a s p r o t e í n as d e peso m o l e c u l a r 
a p r o x i m a d o 19 , 31 , 40 , 70 , 98 , 11 0 e  14 5 K D a , 
r o t i ne i r amen te . O s r e n d i m e n t o s meno re s (7 5 a 
82%) f o r a m ob t i do s q u a n d o c o n c e n t r a ç õ e s infe -
r iores a  2  /A g de p r o t e í n a e s t a v a m p resen te s n o 
ge l a  se r e lu id o ( i s o l a m e n t o d a b a n d a d e a l b u -
m i n a b o v i n a d o p a d r ão d e peso m o l e c u l ar S i g m a 
S D S - 7 ) e /o u q u a n d o o  p e s o m o l e c u l a r d a p ro -
t e í n a fo i supe r i o r a  80 K Da ( i so lamen to d a s b a n -
d a s d e pes o m o l e c u l a r 98 , 11 0 e  14 5 K D a ) . C o n -
t ro les f o r a m e fe tuado s e lu indo -s e a l b u m i n a d e 
soro b o v i n o e m c o n c e n t r a ç õ e s d e 5  a  100 0 j * g 
por t ubo , ob tendo-s e i g u a l r e n d i m e n t o e m trê s 
e x p e r i ê n c i a s c o n s e c u t i v a s . 

P a r a a  o b t e n ç ão d e p r o t e í n as l i v re s d o deter -
gen te S D S , a  p o l i a c r i l a m i da e m p r e g a d a p a r a fe -
c h a r a  e x t r e m i d a de in fer io r d o t ub o d e v i d r o de -
v e r á con te r u m a c o n c e n t r a ç ã o d e 6  M  d e u ré i a , 



c o m o desc r i t o po r H A N A O K A e t a l . 5 . N e s te c a s o , 
p a r a p e r m i t i r a  r e t i r a d a q u a n t i t a t i v a d o S D S, 
o v o l u m e d e p o l i a c r i l a m i d a / u r é i a i n t r o d u z i d a 
d e v e r á o c u p a r c e r c a d e 50 % d a a l t u r a d o t ub o 
de v i d ro . 

D I S C U S S Ã O 

O p r o c e d i m e n t o a p r e s e n t a d o fo i d e s e n v o l -
v i do p a r a p e r m i t i r o  u s o d a t é c n i c a d e eletroe -
l u i ç â o q u a n t i t a t i v a d e s e n v o l v i d a po r H A N A O -
K A e t a l . 5 u t i l i z a n do s o m e n t e m a t e r i a l j á d i s p o -
n í v e l n o l abo ra tó r i o . B a s i c a m e n t e , um t u b o d e 
v i d ro a d e q u a d o p a ra a p a r e l ho d e e let roforese e m 
t u b o fo i f e c h a d o e m s u a e x t r e m i d a d e in fe r io r 
c o m p o l i a c r i l a m i d a . A  p o l i a c r i l a m i d a p o l i m e r i -
z a d a pe rm i t e l i v r e p a s s a g e m de e le t ró l i tos e  pro -
te ínas m a s re té m só l i dos . A s p r o t e í n a s , c a r r e a -
d a s p e l a co r ren t e d e e le t ró l i tos , p a s s a m p e la po -
l i a c r i l a m i d a e  sã o re t i da s n a m e m b r a n a d e d i á -

l ise in fer ior . A  m e m b r a n a d e d i á l i s e supe r ior t e m 
a f u n ç ã o d e e v i t a r a  c o n t a m i n a ç ã o c o m q u a i s -
q u e r s u b s t â n c i a s e v e n t u a l m e n t e p r e s e n t e s n o 
t a m p ã o d e e le t ro forese , d e pes o m o l e c u l a r s u p e -
r ior a o l i m i t a d o pe lo s s e u s p o r o s ( e x c l u s ã o u s a -
d a : 1 2 K D a ) . D e s ta m a n e i r a , pode-s e reu t i l i za r 
o t a m p ã o d e c o r r i d a , o  qu e i m p l i c a e m u m a eco -
n o m i a c o n s i d e r á v e l . 

E x p e r i ê n c i a s e m a n d a m e n t o d e m o n s t r a r a m 
que a s p r o t e í n as a s s i m e l u i d as m a n t ém s u a i m u -
n o g e n i c i d a d e e  s u a a n t i g e n i c i d a d e ( m a n u s c r i t o 
e m p r e p a r a ç ã o ) . E n t r e t a n t o, p a r a a  o b t e n ç ã o d e 
p r o t e í n a s l i v re s d e S D S , o  t r a t a m e n to c o m u r é i a 
p o d e r á e v e n t u a l m e n t e se r i n d i c a d o , c o m o po r 
e x e m p l o n a r e c u p e r a ç ã o d e e n z i m a s a t i v a s d o 
ge l d e S D S - P A G E . Ve r i f i ca - se , en t re tan to , qu e 
o v o l u m e d e a c r i l a m i d a c o n t e n d o u r é i a a  se r co -
l o c a d o n o t ub o d e v e r á se r a u m e n t a d o p a r a q u e 
poss i b i l i t e a  to ta l r e n a t u r a ç ã o d a p r o t e í n a e lu i -
d a do s f r a g m e n t os d e ge l , o q ue i m p l i c a n a neces -
s i d a d e d e p r e p a r a r u m n ú m e r o m a i o r d e t u b o s 
de e l u i ção . 

O p r o c e d i m e n t o a p r e s e n t a d o p a r a e l u i ç ã o 
de p r o t e í n a s d e ge l d e p o l i a c r i l a m i d a d e m o n s -
t rou se r u m a t é c n i c a q u a n t i t a t i v a , s i m p l e s e  d e 
a p l i c a ç ã o d i r e t a s e m n e c e s s i t a r a  e l a b o r a ç ã o d e 
a p a r e l h a g e m e s p e c í f i c a . 

S U M M A R Y 

E l u t i o n o f p r o t e i n s f r o m p o l y a c r y l a m i d e gels: 
a s i m p l e a n d e c o n o m i c p r o c e d u r e . 

A s i m p l i f i e d m e t h o d o l o g y fo r th e q u a n t i t a -
t ive e lec t roe lu t i o n o f p ro te i n s f ro m p o l y a c r y l a -
m i d e g e l s i s d e s c r i b e d . A f t e r s t a i n i n g w i t h 
Coomass ie Br i l l i ant B l u e R 250 , the identif ied b a n ds 
are exc i se d f ro m th e ge l a n d th e protein s elute d 
u s i n g a  p r o c e d u r e d e v e l o p e d fo r u s e i n c o n v e n -
t i ona l t ub e ge l e l ec t ropho res i s e q u i p m e n t . 

A G R A D E C I M E N T O S 

E s t e t r a b a l h o fo i financiado  pe l o C o m i t ê d e 
I m u n o l o g i a d e L e i s h m a n i o s e d a O r g a n i z a ç ã o 
M u n d i a l d a S a ú d e ( I m m l e i s h —  T D R - W H O ) n ú 
mero I D 85034 9 e  pe l o C N P q ( P I D E - V I ) p ro je t o 
n ú m e r o 400720/85 . A g r a d e c e m os a  M a r i a S o l a n 
ge C o r r e i a S o e i r o p e l a a s s i s t ê n c i a t é c n i c a e  a 
J o r g e C a r v a l h o C r u z pe l o s s e r v i ç o s fo tográ f i cos . 
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