Comunicado

1- PROTEOMA

O proteoma reflete o estado atual
de funcionamento do sistema em
condigbes fisioldgicas especificas, ou
seja, a expresséao funcional do genoma.
Esta caracteristica faz com que o
estudo do proteoma se torne um grande
desafio, pois a expressao génica de
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uma célula ¢é bastante dindmica,
dependendo do estado de
desenvolvimento, da presenca de
ativadores ou inibidores e também das
condicbes do meio ambiente. Apesar
disso, a protedmica é a ferramenta mais
apropriada para se entender o
funcionamento dos genes, porque
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analisa o produto final do genoma
(PANDEY e MANN, 2000).

Embora a identificacdo de todas
as proteinas codificadas no genoma de
um organismo paregca uma tarefa
bastante dificil de realizar, mesmo em
organismos mais simples, sdo cada vez
mais completas as informagdes obtidas
atravées de estudos protedmicos
(SURESH et al.,, 2005). Esses novos
conhecimentos estdo relacionados as
vias de sinalizag&o celular, conjuntos de
proteinas reguladoras, modificagcoes
pos-traducionais, bem como outras
informacdes cruciais sobre os estados
fisiologicos e fisiopatologicos de células
€ organismos.

O estudo da protebmica em
questdo pode levar a trés vertentes
basicas, com implicacbes diretas em
varios campos da biologia e da
biotecnologia: (1) permite a descoberta
de vias metabdlicas nas diversas etapas
celulares, gerando um conhecimento
sem precedentes na biologia celular e
na bioquimica; (2) permite viabilizar a
identificacdo de novas moléculas
bioativas em  extratos  biologicos
naturais, levando ao desenvolvimento
de novos medicamentos; e (3) permite
também a identificagdo e caracterizagao
de marcadores biologicos, ou seja,
moléculas enddégenas ou exogenas
especificas de um determinado estado
patolégico. A capacidade de identificar
essas moléculas é extremamente util no
diagnodstico precoce de doengas e no
acompanhamento da evolucdo do
tratamento.

Atualmente, as principais
técnicas usadas na protedmica sédo a
eletroforese bidimensional (2D) e a
espectrometria de  massa. Este
comunicado técnico tem como objetivo
principal tornar mais acessiveis o0s
procedimentos envolvidos na técnica de
2D. Para tanto, uma descricéo
detalhada dos protocolos e
apresentada, a fim de que o usuario,
independentemente de sua experiéncia,

possa realizar essa técnica sem
maiores dificuldades.

2- ELETROFORESE

A eletroforese € uma técnica de
separagao baseada na migragao das
moléculas carregadas, numa solugao,
em fungdo da aplicagdo de um campo
elétrico. A eletroforese de proteinas foi
realizada pela primeira vez em 1937 por
Arne Tiselius, que idealizou um método
denominado eletroforese livre, o qual
consistia na decomposicdo do soro
sanguineo em cinco fragbes protéicas
principais, trabalho que Ihe rendeu um
prémio Nobel. Nas Uultimas décadas,
essa técnica tem sofrido
aperfeicoamentos constantes,
possibilitando analises mais precisas. O
método mais utilizado hoje se denomina
eletroforese zonal, que utiliza uma
matriz sélida, um gel de poliacrilamida.
A velocidade da migragéo das proteinas
neste suporte depende da forca do
campo aplicado, da carga, do tamanho
e da forma das moléculas, da forca
ibnica, da viscosidade e temperatura do
meio.

2.1- Eletroforese Desnaturante em
Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de
dodecilssulfato de sodio (SDS) € um
método muito utilizado para a analise de
massas moleculares de proteinas
oligoméricas. O gel é uma matriz
constituida de um polimero de
acrilamida com ligagdes cruzadas de N,
N-metil-bis-acrilamida, cuja porosidade
da malha pode ser escolhida. Quanto
maior a concentracdo de acrilamida,
menores serdo os poros da malha
formada. A solugcédo de acrilamida é
estavel por até um més. Quando
estocada por periodos prolongados,
transforma-se em acido acrilico, que
pode causar distorcdes no gel. E
importante frisar que a acrilamida é



fotosensivel e neurotdxica, devendo,
portanto, ser estocada em frasco escuro
e manuseada com o0 maior cuidado
possivel.

Antes de iniciar a eletroforese, as
variaveis forma e carga nativa das
proteinas devem ser eliminadas para
que a separacao dependa apenas de
sua massa molecular. Para isso, as
proteinas sdo misturadas com SDS, um
detergente anfipatico cuja fungdo ¢é
desnatura-las, ou seja, converté-las
numa estrutura linear — a forma nativa é
geralmente globular — e conferir-lhes
densidade de carga uniforme. O SDS
tem alta carga negativa e uma cauda
hidrofébica que interage com as cadeias

polipeptidicas numa proporgao
aproximada de 1,4 g de SDS para cada
grama de proteina, tornando-as

negativamente carregadas. Na auséncia
do SDS, as proteinas com massas
iguais podem migrar diferentemente na
malha do gel devido ao diferencial de
cargas de suas estruturas
tridimensionais. Além da adicdo do
SDS, as proteinas podem ser
opcionalmente fervidas na presenca de
um agente redutor, como ditiotreitol
(DTT) ou 2-mercaptoetanol, que
desfazem as pontes dissulfetos,
ajudando a eliminar a estrutura
tridimensional dos polipeptideos.

Ap6s esse tratamento, as
proteinas sao aplicadas no topo de um
gel de poliacrilamida e submetidas a
uma corrente elétrica, fazendo com que
elas migrem através da malha de
acrilamida em direcdo ao polo positivo.
Dependendo do seu tamanho, cada
proteina se movera diferentemente: as
proteinas menores migrardo mais
rapidamente, enquanto que as maiores
terdo mais dificuldade em atravessar a
malha do gel e, assim, se moverao mais
lentamente. Quando se representa a
mobilidade eletroforética frente ao
logaritmo dos pesos moleculares
conhecidos de diversas cadeias
polipeptidicas (proteinas marcadoras),
obtém-se uma reta que pode ser

utilizada como padrao para o calculo do
peso molecular das subunidades da
proteina de interesse.

2.2- Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional (2D)
foi inicialmente desenvolvida por
O'Farrel e Klose em 1975. A
metodologia original consistia na
preparagdao de géis cilindricos de
poliacrilamida, em que um gradiente de
pH era estabelecido por meio de uma
pré-corrida com anféteros especificos
(também chamados de anfdlitos), que
apresentam alta capacidade
tamponante em pHs proximos aos seus
pontos isoelétricos (pls). As proteinas
eram, entdo, submetidas a uma
focalizacao isoelétrica (IEF - Isoelectric
Focusing) e, posteriormente, a uma
eletroforese na presenca de SDS, por
meio de um sistema convencional
descrito por Laemmli (1970). Dessa
forma, as proteinas eram separadas na
primeira dimens&o de acordo com seus
pls (IEF) e na segunda dimensao em
funcdo de sua massa molecular (SDS-
PAGE).

Apesar de engenhosa, a
metodologia era muito trabalhosa,
demorada, dificil de ser reproduzida em
diferentes laboratérios e dependia da
habilidade @ do  pesquisador para
obtencdo de resultados consistentes
(PANDEY e MANN, 2000). Atualmente,
muitos desses problemas foram
resolvidos com o desenvolvimento de
novas tecnologias. Um  avango
importante que contribuiu para o
aumento da reprodutibilidade da
eletroforese 2D foi o desenvolvimento
dos géis em forma de tiras com
gradiente de pH imobilizado (IPG -
immobilized pH gel) (GORG et al,
1985). As tiras séo feitas pela co-
polimerizagdo da acrilamida com o
reagente  Immobiline™  (Amershan
Biosciences/GE Heathcare), que
contém grupos tamponantes acidos e
basicos. Outro avango importante foi o



aperfeicoamento dos métodos de
preparacdo de amostras protéicas, os
quais consistem das seguintes etapas:
(1) a extracdo, usando-se diferentes
tampdes para amostras especificas; (2)
a precipitacdo, para concentrar as
proteinas e eliminar as substancias
interferentes, e (3) a solubilizagédo
destas proteinas. No que se refere as
duas ultimas etapas, a precipitagdo das
proteinas a -20°C com  acido
tricloroacético (TCA) a 10% em acetona
(DAMERVAL et al., 1986), seguida pela
solubilizagdo das proteinas em um meio
com altas concentragdes de uréia (8,0 -
9,5M) ou uma combinagao de uréia 5-
7M com tiouréia 2M (RABILLOUD et al.,
1997), tem sido amplamente utilizada
para obtencdo de extratos protéicos
totais, principalmente em tecidos
vegetais e microorganismos. Na
presenca de altas concentragdes de
uréia, a tiouréia adquire uma eficiente
acao caotropica, aumentando, portanto,
a solubilidade das proteinas de
membranas. Além disso, a descoberta
de novos detergentes né&o idnicos, tais
como os surfatantes CHAPS e SB 3-10,
usados juntamente com agentes
redutores adequados para a IEF, como
ditiotreitol (DTT) e tributilfosfina (TBP)
tém fortemente contribuido para a
solubilizagdo de um maior numero de
proteinas a serem separadas na
eletroforese 2D (HERBERT, 1999). A
partir dai, a eletroforese 2D passou a
ser a principal técnica de separacao de
proteinas utilizada antes da aplicagao
da amostra no espectrometro de massa.
Sua vantagem em relagdo a outras
tecnologias é a capacidade de separar
com alta resolugdo um grande numero
de proteinas de uma amostra complexa
e a possibilidade de se fazer analises
de expressdo génica por meio da
comparagao dos padroes protéicos.
Pelo exposto acima, conclui-se que a
eletroforese 2D € uma técnica
quantitativa e qualitativa.

Entretanto, ha um consenso de
que nao é possivel a visualizagdo, num

unico gel, de todas as protéinas
expressas num tecido complexo como o
de organismos pluricelulares
(HERBERT et al., 2001). Proteinas com
pesos moleculares muito altos ou muito
baixos ndo sao bem separadas nas
eletroforeses 2D. Proteinas altamente
hidrofébicas e alcalinas também
necessitam de métodos especificos de
preparacdo das amostras. Além disso,
proteinas com um pequeno numero de
copias dentro da célula, como as
proteinas sinalizadoras, nao sao
reveladas pelos métodos convencionais
de coloracéao, tais como nitrato de prata
e azul brilhante de coomassie. Com
base nestas dificuldades, algumas
estratégias para se indentificar um
maior numero de proteinas foram
propostas: o pré-fracionamento das
amostras por meio de extracdes
sequenciais, o estudo do proteoma
organelar em fragdes subcelulares, a
utilizagdo de tiras com faixas estreitas
de pH e a sobreposicao destes, além de
técnicas de coloracbes especificas
utilizando  reagentes  fluorescentes,
radioativos ou imunoquimicos (GORG
et al., 2000; HERBERT et al., 2001).
Embora seja conhecida desde os
anos 70, a eletroforese 2D s6 passou a
ter grande notoriedade na década de
1990, apds uma revolugao silenciosa da
quimica de proteinas, com o surgimento
da protebémica (WILKINS et al., 1997). O
termo proteoma foi proposto apenas em
1995 por Wilkins como sendo todo o
conteudo de proteinas expressas por
um genoma. Apos a euforia provocada
pelo sequenciamento dos genomas de
varios organismos, a comunidade
cientifica percebeu que, para se
compreender a fungao génica em toda a
sua plenitude, era necessario o estudo
em larga escala das proteinas
expressas. Constatou-se que, embora
importante, a analise das sequéncias de
nucleotideos nem sempre reflete uma
relacdo direta com os niveis de
proteinas expressas e,
consequentemente, de atividade



biologica (GYGI et al.,, 1999). A razao
disso € que o controle da expressao
génica ocorre desde a transcricao do
mRNA até as modificacbes pos-
traducionais como glicosilagéo,
fosforilagdo, acilacdo, hidroxilagao,
carboxilagao, ubiquitinacgao, entre
outras, as quais alteram a atividade
protéica. Pelos motivos expostos, a
analise protedbmica € hoje um dos meios
mais eficientes para o estudo funcional
dos genes e genomas de organismos
complexos.

3- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A eletroforese bidimensional consiste
em cinco etapas principais:

1) Preparagéo da amostra

2) Primeira dimensado: focalizagao
isoelétrica

3) Segunda dimensdo: eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida
4) Deteccao das proteinas

5) Digitalizac&o e analise de imagem

3.1- Preparagdo da Amostra

O melhor método de extracao,
precipitacdo e  solubilizagdo das
proteinas varia de uma amostra para
outra e deve ser estabelecido para cada
caso em particular (HERBERT, 1999).
Apesar disso, alguns passos essenciais
devem ser seguidos: as proteinas
devem ser parcialmente purificadas,

completamente solubilizadas,
desagregadas, desnaturadas e
reduzidas.

O processo de solubilizacdo tem
como objetivos quebrar as interagdes
macromoleculares (incluindo todas as
interacbes ndo covalentes e as pontes
dissulfeto), prevenir modificagdes nas
proteinas e manté-las em solugao
durante a eletroforese da segunda
dimensdo. Para o rompimento de
interacbes nédo  covalentes, sao
utilizados agentes caotropicos, como a
uréia, que altera os parametros do

solvente e exerce profundos efeitos
sobre todos os tipos de interagdes nao
covalentes. A tiouréia é um agente
caotropico mais eficiente do que a uréia,
mas pouco soluvel em agua. A mistura
uréia-tiouréia tem sido muito utilizada,
pois € mais eficiente do que a uréia
sozinha (RABILLOUD et al., 1997).

O B-mercaptoetanol foi o agente
redutor mais usado no principio da
técnica de 2D. Sua acao tamponante,
contudo, destréi o gradiente de pH na
regido basica das tiras de gel (strips).
Posteriormente, o DTT passou a ser
utilizado por ser mais eficiente e
apresentar melhores resultados -
embora haja proteinas com muita
cisteina que n&o sao totalmente
reduzidas com DTT. A tributilfosfina
(TBP) € o mais potente agente redutor
disponivel no mercado atualmente. E
volatil, téxica e requer solvente orgéanico
para dissolver em agua. Para romper as
interagbes hidrofébicas, sdo usados
detergentes nao-idnicos ou
zwitteribnicos (com carga liquida
neutra), como o Triton X-100 e, mais
recentemente, o CHAPS.

Nosso laboratério vem obtendo
excelentes resultados na preparacao de
amostras de raizes de algodoeiro, uma
planta bastante recalcitrante, usando o
seguinte protocolo: (1) extragdo com
tampao Tris-HCI 40mM, pH 7,0,
sacarose 250mM, Triton X-100 1%,
EDTA 10mM, DTT 1mM e PMSF 1mM,;
(2) precipitagao das proteinas a -20°C
com acido tricloroacético 10% em
acetona; (3) ressolubilizagdo em
solucdo de wuréia 7M, tiouréia 2M,
CHAPS 4%, IPG Buffer 2% e DTT
65mM (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese bidimensional
das proteinas de raizes de algodoeiro
resistente a Meloidogyne incognita.

3.2- Primeira Dimensao: Focalizacao
Isoelétrica (IEF):

O ponto isoelétrico (pl) de uma
proteina corresponde ao valor de pH no
qual o somatoério de todas as suas
cargas parciais é igual a zero. Esta
propriedade depende da forga idnica, da
natureza do tampao usado e qualquer
outro soluto presente no meio, mas néo
depende da concentragao da proteina.
O ponto isoelétrico de uma proteina é
determinado por uma técnica conhecida

como focalizagao isoelétrica
(eletrofocalizagao). Esta técnica
consiste em uma separagao

eletroforética, na qual as proteinas sao
separadas de acordo com as diferencas
de seus pontos isoelétricos. Uma vez
submetidas a um campo elétrico, as
proteinas migrardo até encontrar uma
faixa de pH referente ao seu pl e neste
ponto ficardo com carga total neutra,
interrompendo a migracdo no gel
(BERKELMAN e STENSTED, 1998).

3.2.1- Rehidratacdo das tiras de gel
(strips):

As tiras de IPG (immobilized pH
gel) sdo obtidas comercialmente na

forma desidratada com diversas faixas
de pH e tamanhos e devem ser
rehidratadas antes da focalizagao
isoelétrica. As amostras podem ser
misturadas a solugdo de rehidratagao
ou aplicadas sobre a tira usando o
acessorio  denominado copo de
carregamento (sample cups). O primeiro
procedimento permite a aplicacdo de
uma maior quantidade de proteinas
(~1mg), minimiza a precipitagdo durante
a entrada no gel, principalmente para
proteinas de membrana, e evita a
manipulagdo  exigida durante a
aplicacao usando o] segundo
procedimento.

Quando o sistema Multiphor Il é
utilizado para a IEF, as tiras de IPG
devem ser rehidratadas na bandeja de
rehidratacédo (DryStrip Reswelling Tray).
Nessa etapa, aplica-se a solucao de
rehidratacdo diretamente nas fendas da
bandeja, e entdo se coloca as tiras com
a superficie do gel virada para baixo.
Em seguida, aplica-se 2mL de dleo
mineral (DryStrip Cover Fluid) em cada
fenda, para evitar a cristalizacdo da
uréia. Usando-se 0 novo equipamento
da GE Healthcare, denominado
IPGphor Il, €& possivel fazer a
rehidratacdo e, imediatamente, a
focalizacdo isoelétrica, evitando perda
de tempo e manipulacdes
desnecessarias das tiras. O periodo
necessario para a rehidratacao das tiras
€ de, no minimo, 10 horas e deve ser
realizada a temperatura ambiente.

Solugéo de rehidratagdao (BERKELMAN
e STENSTED, 1998):



Reagentes

Concentracao final

Uréia*
CHAPS

Pharmalyte 3-10 ou IPG Buffer 3-

10
Azul de bromofenol

8M
2%
2%

0,002%

Dissolver em H,0O milli-Q

Estocar a -20°C em aliquotas de 0,5mL.

Obs.: o DTT (7mg para cada 2.5mL)
deve ser adicionados no momento do
uso.

3.2.2- Focalizacao Isoelétrica (IEF):

A focalizagao isoelétrica é feita
em temperatura constante de 20°C no
sistema de eletroforese Multiphor I,
usando o Immobiline DryStrip Kit da
Amersham Bioscience/GE Healthcare.
A corrida é realizada com a fonte de
eletroforese EPS 3501 XL, em trés
etapas:

Programa para o Multiphor Il (tira de 18 cm; pH 3-10 linear)

Fase Voltagem Amperagem Poténcia Tempo
1 300V 2mA 5W 0:01h
2 3500V 2mA 5W 1:30h
3 3500V 2mA 5W 5:00h
Programa para o IPGphor Il (tira de 18 cm; pH 3-10 linear)
Fase Voltagem Volt/horas Tempo
Rehidratacéo - - 12h
1 500V 500 1:00h
2 1000V 1000 1:00h
3 8000V 16000 4:00h

A utilizacado do sistema IPGphor Il para
a |IEF apresenta algumas vantagens: (1)
bandeja de rehidratagcdo, fonte de
eletroforese e regulador de temperatura
integrados em um sO sistema; (2)
reducdo do tempo de focalizagdo; (3)
menor manipulagao das tiras.

Obs.: O programa para IEF varia de
acordo com o tamanho da tira e a faixa
de variacao de pH. Apods a focalizacgao,
as tiras podem ser congeladas a -80°C
para posteriormente realizar a segunda
dimenséo.

3.3- Segunda Dimenséo: Eletroforese
Desnaturante em Gel de
Poliacrilamida

Como as bandas protéicas
tendem a se sobrepor, os métodos
unidimensionais de separagao, como a
eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), podem separar um
numero relativamente pequeno de
proteinas (geralmente menos de 50). A
eletroforese bidimensional, ao combinar
dois processos distintos de separagao,
pode ser usada para separar mais de
1000 proteinas em um unico gel. Na
primeira dimenséo (IEF), as proteinas

7



sdo separadas em funcdo das suas
cargas nativas (pl). Posteriormente, a
tira de gel é mergulhada em uma
solucdo de equilibrio contendo SDS e
depois colocada no topo de um gel de
poliacrilamida — cuja espessura €
geralmente de 1Tmm — para a realizagao
da eletroforese de segunda dimensé&o,
atravées da qual cada cadeia
polipeptidica migra em fungdo de sua
massa molecular. O resultado final
consiste em um gel com diversos discos
(spots) dispersos, cada um
correspondendo a uma  proteina
particular. O poder de separacao € tao
grande que duas proteinas que diferem
em apenas um aminoacido carregado
podem ser prontamente distinguidas.

3.3.1-
estoques

Reagentes e solugdes

a) Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8):
29,2g de acrilamida e 0,8g de
bisacrilamida para 100mL de
solugdo aquosa (H.O Milli-Q).
Filtrar em papel de filtro
Whatman n°1 (0,45(1m) e estocar
a 4°C em frasco escuro por até
um meés.

b) Tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8
(gel de separagao): 18,167g de
Tris + 48mL de HCI 1M, ajustar o
pH se necessario, completar com
agua para 100mL. Filtrar em
papel de filtro Whatman n° 1
(0,4500m). Estocar a 4°C por até
trés meses.

c) SDS 10% (p/v): 10g de SDS em
100mL de agua. Estocar a
temperatura ambiente por até
seis meses.

d) TEMED 10%: 1mL de TEMED
em 10mL de H,O milli-Q; estavel
a 4°C em frasco escuro.

e) Persulfato de Aménia 10% (p/v):
0,59 para 10mL de solugéo
aquosa. Melhor usar solugao
fresca.

f) Tampao de corrida Tris 0,025M,
glicina 0,192M, SDS 0,1% (pH
8,3): Para uma solugao
concentrada (10X) - 30,3g de
Tris, 144,139 de glicina e 10g de
SDS em 1000mL de solugdo
aquosa. Diluir 10 vezes na hora
de usar. Estocar a temperatura
ambiente por até um més.

3.3.2- Preparacdao do gel 12,5% (SDS-PAGE):

Reagentes Volume
pipetado
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8) 188mL
Tampao Tris-HCI pH 8,8 113mL
H20 milli-Q 117,5mL
Glicerol 22,5mL
SDS 10% 4,5mL
Persulfato de Aménio 10% 4,5mL
TEMED 10% 0,62mL

3.3.3- Equilibrio da tira (strip):

ApoOs a primeira dimensao (IEF) a
tira deve ser equilibrada por duas vezes
de 15 minutos antes de correr a

segunda dimensao (SDS-PAGE). O
primeiro equilibrio é feito com DTT a 1%
e 0 segundo com iodoacetamida a
2,5%.



Solugao de equilibrio:

Reagentes Concentracao final
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 50mM
Uréia 6M
Glicerol (87%) 30%
SDS 2%
Azul de bromofenol 0,002%

Dissolver em H,O milli-Q

Estocar a -20°C em aliquotas de 5mL.
Adicionar o DTT e a iodoacetamida
apenas no momento de usar.

3.3.4- Corrida SDS-PAGE:
A tira de IPG deve ser colocada

no topo do gel e selada com agarose a
0,5%. A corrida da segunda dimensao

pode ser feita no sistema eletroforético
Ettan Daltsix (Amersham
Biosciences/GE Healthcare) com
amperagem ou poténcia constante em
baixa temperatura (10°C) para evitar o
aquecimento. A corrida deve ser
interrompida quando o azul de
bromofenol atingir o final do gel.

Programa:
Fase Voltagem méxima Amperagem Poténcia/gel* Tempo
maxima
1 600V 400mA 5W 0:30h
2 600V 400mA 17W 4:00h

*Para mais de um gel multiplique a potencia pelo numero de géis a serem corridos.

Solugdo de agarose:

Reagentes

Concentracdo final

Agarose
Azul de bromofenol 1%

0,5%
0,002%

Dissolver em tampao de corrida

Aquecer a mistura até dissolver
completamente a agarose. Estocar a
4°C em aliquotas de 5mL.

3.4 - Deteccdo das Proteinas

Um grande passo no uso da
eletroforese 2D ocorreu com o
progresso nas técnicas analiticas de
deteccao e identificacdo. As proteinas
separadas eletroforeticamente podem
ser visualizadas por métodos gerais de
coloragao, tais como azul brilhante de
coomassie, nitrato de prata,

fluorescéncia ou autoradiografia, ou por
métodos especificos como a coloragao
de (glicoproteinas ou deteccdo com
imunoquimicos.

Alguns fatores s&o importantes na
escolha do método de coloragao:

a) Faixa dinamica de deteccao;

b) Linearidade;

c) Reprodutibilidade entre
experimentos;

d) Variabilidade inter proteina;



e) Compatibilidade com métodos de
identificacao;

Apos a deteccdo das proteinas, o
procedimento subsequente consiste em
identificar as macromoleculas de
interesse. Nas ultimas décadas grandes
avangos foram obtidos na identificagéo
das proteinas por meio do uso da
espectrometria de massa. As duas
principais técnicas espectrométricas
para analise de moléculas biologicas
grandes sdo: (1) a espectrometria de
massa com base na dessorcido e
ionizacdo das proteinas com laser,
auxiliado por uma matriz (MALDI -
Matrix-Assisted Laser Disorption
lonization), que analisa a massa através
do tempo de vbo dos ions no tubo de
analise (ToF - Time of Flying); (2) e a
espectrometria de massa baseada na
ionizagao por pulsos elétricos em meio
liquido (ESI - ElectroSpray lonization).

A primeira técnica analisa a
massa de fragmentos peptidicos obtidos
da digestdo das proteinas com uma
enzima proteolitica, como a tripsina. O
padrdo de massas obtido (peptides
mass fingerprint) € comparado em
bancos de dados para a identificagcao
das proteinas. Apesar de rapido e
pratico, este método da apenas o grau
de similaridade dos padrdes de massas
de peptideos entre proteinas anotadas.
Portanto, fazem-se necessarios
métodos complementares, a exemplo
do sequenciamento completo por meios
bioquimicos classicos, tais como a
degradacdo de Edman, para uma
certificacdo mais acurada sobre a
identidade da proteina. Por outro lado, a
espectrometria ESI analisa a massa dos
diversos fragmentos obtidos da coliséo
dos polipeptideos contra um gas inerte
como o argbnio. A massa de todos os
fragmentos e a massa tedrica dos
residuos de aminoacidos é, entao,
utilizada num algoritmo computacional
para determinar a sequéncia dos
residuos de aminoacidos. Neste
aspecto a espectrometria ESI € uma

ferramenta eficiente que pode substituir
o sequienciamento classico.

3.5 - Digitalizacdo e Anélise de
Imagem

Com a sofisticagao da
eletroforese 2D e o aumento da
sensibilidade dos médotos de detecgao
e identificagdo das proteinas, tornou-se
uma tarefa muito laboriosa e pouco
confiavel a analise dos géis 2D apenas
por inspecao visual. Atualmente, estao
disponiveis no mercado diversos
softwares que podem oferecer aos
pesquisadores um método automatico,
pratico e estatisticamente seguro para
analise comparativa dos géis 2D.

Os géis de eletroforese
bidimensionais corados com azul
brilhante de comassie ou nitrato de
prata sao digitalizados com o auxilio de
um scanner especifico, como por
exemplo, o ImageScanner™ II, e
analisados com o ImageMaster™ 2D
Platinum v6.0 software da Amersham
Bioscence/GE Healthcare. Este sistema
permite a contagem do numero de
spots, a caracterizagdo automatica dos
valores de pl e massa molecular, a
analise dos niveis de expressao, assim
como diversos outros recursos para o
melhoramento da qualidade da imagem.
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	1- PROTEOMA 
	 
	 O proteoma reflete o estado atual de funcionamento do sistema em condições fisiológicas específicas, ou seja, a expressão funcional do genoma. Esta característica faz com que o estudo do proteoma se torne um grande desafio, pois a expressão gênica de uma célula é bastante dinâmica, dependendo do estado de desenvolvimento, da presença de ativadores ou inibidores e também das condições do meio ambiente. Apesar disso, a proteômica é a ferramenta mais apropriada para se entender o funcionamento dos genes, porque  
	analisa o produto final do genoma (PANDEY e MANN, 2000). 
	 Embora a identificação de todas as proteínas codificadas no genoma de um organismo pareça uma tarefa bastante difícil de realizar, mesmo em organismos mais simples, são cada vez mais completas as informações obtidas através de estudos proteômicos (SURESH et al., 2005). Esses novos conhecimentos estão relacionados às vias de sinalização celular, conjuntos de proteínas reguladoras, modificações pós-traducionais, bem como outras informações cruciais sobre os estados fisiológicos e fisiopatológicos de células e organismos.    
	 O estudo da proteômica em questão pode levar a três vertentes básicas, com implicações diretas em vários campos da biologia e da biotecnologia: (1) permite a descoberta de vias metabólicas nas diversas etapas celulares, gerando um conhecimento sem precedentes na biologia celular e na bioquímica; (2) permite viabilizar a identificação de novas moléculas bioativas em extratos biológicos naturais, levando ao desenvolvimento de novos medicamentos; e (3) permite também a identificação e caracterização de marcadores biológicos, ou seja, moléculas endógenas ou exógenas específicas de um determinado estado patológico. A capacidade de identificar essas moléculas é extremamente útil no diagnóstico precoce de doenças e no acompanhamento da evolução do tratamento. 
	 Atualmente, as principais técnicas usadas na proteômica são a eletroforese bidimensional (2D) e a espectrometria de massa. Este comunicado técnico tem como objetivo principal tornar mais acessíveis os procedimentos envolvidos na técnica de 2D. Para tanto, uma descrição detalhada dos protocolos é apresentada, a fim de que o usuário, independentemente de sua experiência, possa realizar essa técnica sem maiores dificuldades. 
	 
	2- ELETROFORESE 
	 
	A eletroforese é uma técnica de separação baseada na migração das moléculas carregadas, numa solução, em função da aplicação de um campo elétrico. A eletroforese de proteínas foi realizada pela primeira vez em 1937 por Arne Tiselius, que idealizou um método denominado eletroforese livre, o qual consistia na decomposição do soro sangüíneo em cinco frações protéicas principais, trabalho que lhe rendeu um prêmio Nobel. Nas últimas décadas, essa técnica tem sofrido aperfeiçoamentos constantes, possibilitando análises mais precisas. O método mais utilizado hoje se denomina eletroforese zonal, que utiliza uma matriz sólida, um gel de poliacrilamida. A velocidade da migração das proteínas neste suporte depende da força do campo aplicado, da carga, do tamanho e da forma das moléculas, da força iônica, da viscosidade e temperatura do meio. 
	 
	2.1- Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 
	 
	 A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecilssulfato de sódio (SDS) é um método muito utilizado para a análise de massas moleculares de proteínas oligoméricas. O gel é uma matriz constituída de um polímero de acrilamida com ligações cruzadas de N, N-metil-bis-acrilamida, cuja porosidade da malha pode ser escolhida. Quanto maior a concentração de acrilamida, menores serão os poros da malha formada. A solução de acrilamida é estável por até um mês. Quando estocada por períodos prolongados, transforma-se em ácido acrílico, que pode causar distorções no gel. É importante frisar que a acrilamida é fotosensível e neurotóxica, devendo, portanto, ser estocada em frasco escuro e manuseada com o maior cuidado possível. 
	Antes de iniciar a eletroforese, as variáveis forma e carga nativa das proteínas devem ser eliminadas para que a separação dependa apenas de sua massa molecular. Para isso, as proteínas são misturadas com SDS, um detergente anfipático cuja função é desnaturá-las, ou seja, convertê-las numa estrutura linear – a forma nativa é geralmente globular – e conferir-lhes densidade de carga uniforme. O SDS tem alta carga negativa e uma cauda hidrofóbica que interage com as cadeias polipeptídicas numa proporção aproximada de 1,4 g de SDS para cada grama de proteína, tornando-as negativamente carregadas. Na ausência do SDS, as proteínas com massas iguais podem migrar diferentemente na malha do gel devido ao diferencial de cargas de suas estruturas tridimensionais. Além da adição do SDS, as proteínas podem ser opcionalmente fervidas na presença de um agente redutor, como ditiotreitol (DTT) ou 2-mercaptoetanol, que desfazem as pontes dissulfetos, ajudando a eliminar a estrutura tridimensional dos polipeptídeos. 
	Após esse tratamento, as proteínas são aplicadas no topo de um gel de poliacrilamida e submetidas a uma corrente elétrica, fazendo com que elas migrem através da malha de acrilamida em direção ao pólo positivo. Dependendo do seu tamanho, cada proteína se moverá diferentemente: as proteínas menores migrarão mais rapidamente, enquanto que as maiores terão mais dificuldade em atravessar a malha do gel e, assim, se moverão mais lentamente. Quando se representa a mobilidade eletroforética frente ao logaritmo dos pesos moleculares conhecidos de diversas cadeias polipeptídicas (proteínas marcadoras), obtém-se uma reta que pode ser utilizada como padrão para o cálculo do peso molecular das subunidades da proteína de interesse. 
	 
	2.2- Eletroforese Bidimensional 
	 
	 A eletroforese bidimensional (2D) foi inicialmente desenvolvida por O'Farrel e Klose em 1975. A metodologia original consistia na preparação de géis cilíndricos de poliacrilamida, em que um gradiente de pH era estabelecido por meio de uma pré-corrida com anfóteros específicos (também chamados de anfólitos), que apresentam alta capacidade tamponante em pHs próximos aos seus pontos isoelétricos (pIs). As proteínas eram, então, submetidas a uma focalização isoelétrica (IEF - Isoelectric Focusing) e, posteriormente, a uma eletroforese na presença de SDS, por meio de um sistema convencional descrito por Laemmli (1970). Dessa forma, as proteínas eram separadas na primeira dimensão de acordo com seus pIs (IEF) e na segunda dimensão em função de sua massa molecular (SDS-PAGE). 
	 Apesar de engenhosa, a metodologia era muito trabalhosa, demorada, difícil de ser reproduzida em diferentes laboratórios e dependia da habilidade do pesquisador para obtenção de resultados consistentes (PANDEY e MANN, 2000). Atualmente, muitos desses problemas foram resolvidos com o desenvolvimento de novas tecnologias. Um avanço importante que contribuiu para o aumento da reprodutibilidade da eletroforese 2D foi o desenvolvimento dos géis em forma de tiras com gradiente de pH imobilizado (IPG - immobilized pH gel) (GÖRG et al., 1985). As tiras são feitas pela co-polimerização da acrilamida com o reagente Immobiline™ (Amershan Biosciences/GE Heathcare), que contém grupos tamponantes ácidos e básicos. Outro avanço importante foi o aperfeiçoamento dos métodos de preparação de amostras protéicas, os quais consistem das seguintes etapas: (1) a extração, usando-se diferentes tampões para amostras específicas; (2) a precipitação, para concentrar as proteínas e eliminar as substâncias interferentes, e (3) a solubilização destas proteínas. No que se refere às duas últimas etapas, a precipitação das proteínas a -20(C com ácido tricloroacético (TCA) a 10% em acetona (DAMERVAL et al., 1986), seguida pela solubilização das proteínas em um meio com altas concentrações de uréia (8,0 - 9,5M) ou uma combinação de uréia 5-7M com tiouréia 2M (RABILLOUD et al., 1997), tem sido amplamente utilizada para obtenção de extratos protéicos totais, principalmente em tecidos vegetais e microorganismos. Na presença de altas concentrações de uréia, a tiouréia adquire uma eficiente ação caotrópica, aumentando, portanto, a solubilidade das proteínas de membranas. Além disso, a descoberta de novos detergentes não iônicos, tais como os surfatantes CHAPS e SB 3-10, usados juntamente com agentes redutores adequados para a IEF, como ditiotreitol (DTT) e tributilfosfina (TBP) têm fortemente contribuido para a solubilização de um maior número de proteínas a serem separadas na eletroforese 2D (HERBERT, 1999). A partir daí, a eletroforese 2D passou a ser a principal técnica de separação de proteínas utilizada antes da aplicação da amostra no espectrômetro de massa. Sua vantagem em relação a outras tecnologias é a capacidade de separar com alta resolução um grande número de proteínas de uma amostra complexa e a possibilidade de se fazer análises de expressão gênica por meio da comparação dos padrões protéicos. Pelo exposto acima, conclui-se que a eletroforese 2D é uma técnica quantitativa e qualitativa. 
	 Entretanto, há um consenso de que não é possível a visualização, num único gel, de todas as protéinas expressas num tecido complexo como o de organismos pluricelulares (HERBERT et al., 2001). Proteínas com pesos moleculares muito altos ou muito baixos não são bem separadas nas eletroforeses 2D. Proteínas altamente hidrofóbicas e alcalinas também necessitam de métodos específicos de preparação das amostras. Além disso, proteínas com um pequeno número de cópias dentro da célula, como as proteínas sinalizadoras, não são reveladas pelos métodos convencionais de coloração, tais como nitrato de prata e azul brilhante de coomassie. Com base nestas dificuldades, algumas estratégias para se indentificar um maior número de proteínas foram propostas: o pré-fracionamento das amostras por meio de extrações seqüenciais, o estudo do proteoma organelar em frações subcelulares, a utilização de tiras com faixas estreitas de pH e a sobreposição destes, além de técnicas de colorações específicas utilizando reagentes fluorescentes, radioativos ou imunoquímicos (GÖRG et al., 2000; HERBERT et al., 2001). 
	 Embora seja conhecida desde os anos 70, a eletroforese 2D só passou a ter grande notoriedade na década de 1990, após uma revolução silenciosa da química de proteínas, com o surgimento da proteômica (WILKINS et al., 1997). O termo proteoma foi proposto apenas em 1995 por Wilkins como sendo todo o conteúdo de proteínas expressas por um genoma. Após a euforia provocada pelo seqüenciamento dos genomas de vários organismos, a comunidade científica percebeu que, para se compreender a função gênica em toda a sua plenitude, era necessário o estudo em larga escala das proteínas expressas. Constatou-se que, embora importante, a análise das seqüências de nucleotídeos nem sempre reflete uma relação direta com os níveis de proteínas expressas e, conseqüentemente, de atividade biológica (GYGI et al., 1999). A razão disso é que o controle da expressão gênica ocorre desde a transcrição do mRNA até as modificações pós-traducionais como glicosilação, fosforilação, acilação, hidroxilação, carboxilação, ubiquitinação, entre outras, as quais alteram a atividade protéica. Pelos motivos expostos, a análise proteômica é hoje um dos meios mais eficientes para o estudo funcional dos genes e genomas de organismos complexos. 
	 
	3- PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
	 
	A eletroforese bidimensional consiste em cinco etapas principais: 
	 
	1) Preparação da amostra 
	2) Primeira dimensão: focalização isoelétrica 
	3) Segunda dimensão: eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida  
	4) Detecção das proteínas 
	5) Digitalização e análise de imagem 
	 
	3.1- Preparação da Amostra 
	  
	 O melhor método de extração, precipitação e solubilização das proteínas varia de uma amostra para outra e deve ser estabelecido para cada caso em particular (HERBERT, 1999). Apesar disso, alguns passos essenciais devem ser seguidos: as proteínas devem ser parcialmente purificadas, completamente solubilizadas, desagregadas, desnaturadas e reduzidas. 
	 O processo de solubilização tem como objetivos quebrar as interações macromoleculares (incluindo todas as interações não covalentes e as pontes dissulfeto), prevenir modificações nas proteínas e mantê-las em solução durante a eletroforese da segunda dimensão. Para o rompimento de interações não covalentes, são utilizados agentes caotrópicos, como a uréia, que altera os parâmetros do solvente e exerce profundos efeitos sobre todos os tipos de interações não covalentes. A tiouréia é um agente caotrópico mais eficiente do que a uréia, mas pouco solúvel em água. A mistura uréia-tiouréia tem sido muito utilizada, pois é mais eficiente do que a uréia sozinha (RABILLOUD et al., 1997). 
	 O β-mercaptoetanol foi o agente redutor mais usado no princípio da técnica de 2D. Sua ação tamponante, contudo, destrói o gradiente de pH na região básica das tiras de gel (strips). Posteriormente, o DTT passou a ser utilizado por ser mais eficiente e apresentar melhores resultados – embora haja proteínas com muita cisteína que não são totalmente reduzidas com DTT. A tributilfosfina (TBP) é o mais potente agente redutor disponível no mercado atualmente. É volátil, tóxica e requer solvente orgânico para dissolver em água. Para romper as interações hidrofóbicas, são usados detergentes não-iônicos ou zwitteriônicos (com carga líquida neutra), como o Triton X-100 e, mais recentemente, o CHAPS. 
	 Nosso laboratório vem obtendo excelentes resultados na preparação de amostras de raízes de algodoeiro, uma planta bastante recalcitrante, usando o seguinte protocolo: (1) extração com tampão Tris-HCl 40mM, pH 7,0, sacarose 250mM, Triton X-100 1%, EDTA 10mM, DTT 1mM e PMSF 1mM; (2) precipitação das proteínas a -20°C com ácido tricloroacético 10% em acetona; (3) ressolubilização em solução de uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 4%, IPG Buffer 2% e DTT 65mM (Figura 1). 
	 
	  
	 
	Figura 1. Eletroforese bidimensional das proteínas de raízes de algodoeiro resistente a Meloidogyne incognita. 
	 
	3.2- Primeira Dimensão: Focalização Isoelétrica (IEF):  
	 
	O ponto isoelétrico (pI) de uma proteína corresponde ao valor de pH no qual o somatório de todas as suas cargas parciais é igual a zero. Esta propriedade depende da força iônica, da natureza do tampão usado e qualquer outro soluto presente no meio, mas não depende da concentração da proteína. O ponto isoelétrico de uma proteína é determinado por uma técnica conhecida como focalização isoelétrica (eletrofocalização). Esta técnica consiste em uma separação eletroforética, na qual as proteínas são separadas de acordo com as diferenças de seus pontos isoelétricos. Uma vez submetidas a um campo elétrico, as proteínas migrarão até encontrar uma faixa de pH referente ao seu pI e neste ponto ficarão com carga total neutra, interrompendo a migração no gel (BERKELMAN e STENSTED, 1998). 
	 
	3.2.1- Rehidratação das tiras de gel (strips): 
	 
	 As tiras de IPG (immobilized pH gel) são obtidas comercialmente na forma desidratada com diversas faixas de pH e tamanhos e devem ser rehidratadas antes da focalização isoelétrica. As amostras podem ser misturadas à solução de rehidratação ou aplicadas sobre a tira usando o acessório denominado copo de carregamento (sample cups). O primeiro procedimento permite a aplicação de uma maior quantidade de proteínas (~1mg), minimiza a precipitação durante a entrada no gel, principalmente para proteínas de membrana, e evita a manipulação exigida durante a aplicação usando o segundo procedimento. 
	 Quando o sistema Multiphor II é utilizado para a IEF, as tiras de IPG devem ser rehidratadas na bandeja de rehidratação (DryStrip Reswelling Tray). Nessa etapa, aplica-se a solução de rehidratação diretamente nas fendas da bandeja, e então se coloca as tiras com a superfície do gel virada para baixo. Em seguida, aplica-se 2mL de óleo mineral (DryStrip Cover Fluid) em cada fenda, para evitar a cristalização da uréia. Usando-se o novo equipamento da GE Healthcare, denominado IPGphor II, é possível fazer a rehidratação e, imediatamente, a focalização isoelétrica, evitando perda de tempo e manipulações desnecessárias das tiras. O período necessário para a rehidratação das tiras é de, no mínimo, 10 horas e deve ser realizada a temperatura ambiente. 
	 
	Solução de rehidratação (BERKELMAN e STENSTED, 1998): 
	 
	 
	 
	Reagentes
	Concentração final
	Uréia*
	8M
	CHAPS
	2%
	Pharmalyte 3-10 ou IPG Buffer 3-10
	2%
	Azul de bromofenol
	0,002%
	Dissolver em H2O milli-Q
	 
	 
	Estocar a -20°C em alíquotas de 0,5mL. 
	Obs.: o DTT (7mg para cada 2.5mL) deve ser adicionados no momento do uso. 
	 
	3.2.2- Focalização Isoelétrica (IEF): 
	 
	 A focalização isoelétrica é feita em temperatura constante de 20°C no sistema de eletroforese Multiphor II, usando o Immobiline DryStrip Kit da Amersham Bioscience/GE Healthcare. A corrida é realizada com a fonte de eletroforese EPS 3501 XL, em três etapas: 
	 
	 
	Programa para o Multiphor II (tira de 18 cm; pH 3-10 linear) 
	 
	Fase
	Voltagem
	Amperagem
	Potência
	Tempo
	1
	300V
	2mA
	5W
	0:01h
	2
	3500V
	2mA
	5W
	1:30h
	3
	3500V
	2mA
	5W
	5:00h
	 
	Programa para o IPGphor II (tira de 18 cm; pH 3-10 linear) 
	 
	Fase
	Voltagem
	Volt/horas
	Tempo
	Rehidratação
	-
	-
	12h
	1
	500V
	500
	1:00h
	2
	1000V
	1000
	1:00h
	3
	8000V
	16000
	4:00h
	 
	 
	A utilização do sistema IPGphor II para a IEF apresenta algumas vantagens: (1) bandeja de rehidratação, fonte de eletroforese e regulador de temperatura integrados em um só sistema; (2) redução do tempo de focalização; (3) menor manipulação das tiras. 
	 
	Obs.: O programa para IEF varia de acordo com o tamanho da tira e a faixa de variação de pH. Após a focalização, as tiras podem ser congeladas a -80°C para posteriormente realizar a segunda dimensão. 
	 
	3.3- Segunda Dimensão: Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida  
	 
	 Como as bandas protéicas tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais de separação, como a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), podem separar um número relativamente pequeno de proteínas (geralmente menos de 50). A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de separação, pode ser usada para separar mais de 1000 proteínas em um único gel. Na primeira dimensão (IEF), as proteínas são separadas em função das suas cargas nativas (pI). Posteriormente, a tira de gel é mergulhada em uma solução de equilíbrio contendo SDS e depois colocada no topo de um gel de poliacrilamida – cuja espessura é geralmente de 1mm – para a realização da eletroforese de segunda dimensão, através da qual cada cadeia polipeptídica migra em função de sua massa molecular. O resultado final consiste em um gel com diversos discos (spots) dispersos, cada um correspondendo a uma proteína particular. O poder de separação é tão grande que duas proteínas que diferem em apenas um aminoácido carregado podem ser prontamente distinguidas. 
	 
	3.3.1- Reagentes e soluções estoques  
	 
	a) Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8): 29,2g de acrilamida e 0,8g de bisacrilamida  para 100mL de solução aquosa (H2O Milli-Q). Filtrar em papel de filtro Whatman n°1 (0,45m) e estocar a 4°C em frasco escuro por até um mês. 
	b) Tampão Tris-HCl 1,5M pH 8,8 (gel de separação): 18,167g de Tris + 48mL de HCl 1M, ajustar o pH se necessário, completar com água para 100mL. Filtrar em papel de filtro Whatman n° 1 (0,45m). Estocar a 4°C por até três meses. 
	c) SDS 10% (p/v): 10g de SDS em 100mL de água. Estocar a temperatura ambiente por até seis meses. 
	d) TEMED 10%: 1mL de TEMED em 10mL de H2O milli-Q; estável a 4°C em frasco escuro.  
	e) Persulfato de Amônia 10% (p/v): 0,5g para 10mL de solução aquosa. Melhor usar solução fresca. 
	f) Tampão de corrida Tris 0,025M, glicina 0,192M, SDS 0,1% (pH 8,3): Para uma solução concentrada (10X) - 30,3g de Tris, 144,13g de glicina e 10g de SDS em 1000mL de solução aquosa. Diluir 10 vezes na hora de usar. Estocar a temperatura ambiente por até um mês. 
	 
	 
	3.3.2- Preparação do gel 12,5% (SDS-PAGE): 
	 
	Reagentes
	Volume pipetado
	Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8)
	188mL
	Tampão Tris-HCl pH 8,8
	113mL
	H2O milli-Q
	117,5mL
	Glicerol
	22,5mL
	SDS 10%

	4,5mL
	Persulfato de Amônio 10%
	4,5mL
	TEMED 10%
	0,62mL
	 
	 
	3.3.3- Equilíbrio da tira (strip): 
	 
	 Após a primeira dimensão (IEF) a tira deve ser equilibrada por duas vezes de 15 minutos antes de correr a segunda dimensão (SDS-PAGE). O primeiro equilíbrio é feito com DTT a 1% e o segundo com iodoacetamida a 2,5%. 
	 
	 
	 
	Solução de equilíbrio: 
	 
	Reagentes
	Concentração final
	Tris-HCl 1,5M pH 8,8
	50mM
	Uréia
	6M
	Glicerol (87%)
	30%
	SDS
	2%
	Azul de bromofenol
	0,002%
	Dissolver em H2O milli-Q
	 
	 
	Estocar a -20°C em alíquotas de 5mL.  
	Adicionar o DTT e a iodoacetamida apenas no momento de usar. 
	 
	3.3.4- Corrida SDS-PAGE: 
	 
	 A tira de IPG deve ser colocada no topo do gel e selada com agarose a 0,5%. A corrida da segunda dimensão pode ser feita no sistema eletroforético Ettan Daltsix (Amersham Biosciences/GE Healthcare) com amperagem ou potência constante em baixa temperatura (10°C) para evitar o aquecimento. A corrida deve ser interrompida quando o azul de bromofenol atingir o final do gel. 
	 
	 
	Programa:  
	 
	Fase
	Voltagem máxima
	Amperagem máxima
	Potência/gel*
	Tempo
	1
	600V
	400mA
	5W
	0:30h
	2
	600V
	400mA
	17W
	4:00h
	  
	*Para mais de um gel multiplique a potencia pelo número de géis a serem corridos. 
	 
	 
	Solução de agarose: 
	 
	Reagentes
	Concentração final
	Agarose
	0,5%
	Azul de bromofenol 1%
	0,002%
	Dissolver em tampão de corrida
	 
	 
	Aquecer a mistura até dissolver completamente a agarose. Estocar a 4ºC em alíquotas de 5mL. 
	 
	3.4 - Detecção das Proteínas 
	 
	 Um grande passo no uso da eletroforese 2D ocorreu com o progresso nas técnicas analíticas de detecção e identificação. As proteínas separadas eletroforeticamente podem ser visualizadas por métodos gerais de coloração, tais como azul brilhante de coomassie, nitrato de prata, fluorescência ou autoradiografia, ou por métodos específicos como a coloração de glicoproteínas ou detecção com imunoquímicos. 
	 
	Alguns fatores são importantes na escolha do método de coloração: 
	 
	a) Faixa dinâmica de detecção; 
	b) Linearidade; 
	c) Reprodutibilidade entre experimentos; 
	d) Variabilidade inter proteína; 
	e) Compatibilidade com métodos de identificação; 
	 
	Após a detecção das proteínas, o procedimento subseqüente consiste em identificar as macromoleculas de interesse. Nas últimas décadas grandes avanços foram obtidos na identificação das proteínas por meio do uso da espectrometria de massa. As duas principais técnicas espectrométricas para análise de moléculas biológicas grandes são: (1) a espectrometria de massa com base na dessorção e ionização das proteínas com laser, auxiliado por uma matriz (MALDI - Matrix-Assisted Laser Disorption Ionization), que analisa a massa através do tempo de vôo dos íons no tubo de análise (ToF - Time of Flying); (2) e a espectrometria de massa baseada na ionização por pulsos elétricos em meio líquido (ESI - ElectroSpray Ionization). 
	A primeira técnica analisa a massa de fragmentos peptídicos obtidos da digestão das proteínas com uma enzima proteolítica, como a tripsina. O padrão de massas obtido (peptides mass fingerprint) é comparado em bancos de dados para a identificação das proteínas. Apesar de rápido e prático, este método dá apenas o grau de similaridade dos padrões de massas de peptídeos entre proteínas anotadas. Portanto, fazem-se necessários métodos complementares, a exemplo do seqüenciamento completo por meios bioquímicos clássicos, tais como a degradação de Edman, para uma certificação mais acurada sobre a identidade da proteína. Por outro lado, a espectrometria ESI analisa a massa dos diversos fragmentos obtidos da colisão dos polipeptídeos contra um gás inerte como o argônio. A massa de todos os fragmentos e a massa teórica dos resíduos de aminoácidos é, então, utilizada num algoritmo computacional para determinar a seqüência dos resíduos de aminoácidos. Neste aspecto a espectrometria ESI é uma ferramenta eficiente que pode substituir o seqüenciamento clássico. 
	 
	3.5 - Digitalização e Análise de Imagem 
	  
	Com a sofisticação da eletroforese 2D e o aumento da sensibilidade dos médotos de detecção e identificação das proteínas, tornou-se uma tarefa muito laboriosa e pouco confiável a análise dos géis 2D apenas por inspeção visual. Atualmente, estão disponíveis no mercado diversos softwares que podem oferecer aos pesquisadores um método automático, prático e estatisticamente seguro para análise comparativa dos géis 2D. 
	Os géis de eletroforese bidimensionais corados com azul brilhante de comassie ou nitrato de prata são digitalizados com o auxílio de um scanner específico, como por exemplo, o ImageScanner™ II, e analisados com o ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 software da Amersham Bioscence/GE Healthcare. Este sistema permite a contagem do número de spots, a caracterização automática dos valores de pI e massa molecular, a análise dos níveis de expressão, assim como diversos outros recursos para o melhoramento da qualidade da imagem. 
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1- Proteoma


O proteoma reflete o estado atual de funcionamento do sistema em condições fisiológicas específicas, ou seja, a expressão funcional do genoma. Esta característica faz com que o estudo do proteoma se torne um grande desafio, pois a expressão gênica de uma célula é bastante dinâmica, dependendo do estado de desenvolvimento, da presença de ativadores ou inibidores e também das condições do meio ambiente. Apesar disso, a proteômica é a ferramenta mais apropriada para se entender o funcionamento dos genes, porque 


analisa o produto final do genoma (PANDEY e MANN, 2000).



Embora a identificação de todas as proteínas codificadas no genoma de um organismo pareça uma tarefa bastante difícil de realizar, mesmo em organismos mais simples, são cada vez mais completas as informações obtidas através de estudos proteômicos (SURESH et al., 2005). Esses novos conhecimentos estão relacionados às vias de sinalização celular, conjuntos de proteínas reguladoras, modificações pós-traducionais, bem como outras informações cruciais sobre os estados fisiológicos e fisiopatológicos de células e organismos.   



O estudo da proteômica em questão pode levar a três vertentes básicas, com implicações diretas em vários campos da biologia e da biotecnologia: (1) permite a descoberta de vias metabólicas nas diversas etapas celulares, gerando um conhecimento sem precedentes na biologia celular e na bioquímica; (2) permite viabilizar a identificação de novas moléculas bioativas em extratos biológicos naturais, levando ao desenvolvimento de novos medicamentos; e (3) permite também a identificação e caracterização de marcadores biológicos, ou seja, moléculas endógenas ou exógenas específicas de um determinado estado patológico. A capacidade de identificar essas moléculas é extremamente útil no diagnóstico precoce de doenças e no acompanhamento da evolução do tratamento.



Atualmente, as principais técnicas usadas na proteômica são a eletroforese bidimensional (2D) e a espectrometria de massa. Este comunicado técnico tem como objetivo principal tornar mais acessíveis os procedimentos envolvidos na técnica de 2D. Para tanto, uma descrição detalhada dos protocolos é apresentada, a fim de que o usuário, independentemente de sua experiência, possa realizar essa técnica sem maiores dificuldades.

2- Eletroforese


A eletroforese é uma técnica de separação baseada na migração das moléculas carregadas, numa solução, em função da aplicação de um campo elétrico. A eletroforese de proteínas foi realizada pela primeira vez em 1937 por Arne Tiselius, que idealizou um método denominado eletroforese livre, o qual consistia na decomposição do soro sangüíneo em cinco frações protéicas principais, trabalho que lhe rendeu um prêmio Nobel. Nas últimas décadas, essa técnica tem sofrido aperfeiçoamentos constantes, possibilitando análises mais precisas. O método mais utilizado hoje se denomina eletroforese zonal, que utiliza uma matriz sólida, um gel de poliacrilamida. A velocidade da migração das proteínas neste suporte depende da força do campo aplicado, da carga, do tamanho e da forma das moléculas, da força iônica, da viscosidade e temperatura do meio.


2.1- Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)


A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecilssulfato de sódio (SDS) é um método muito utilizado para a análise de massas moleculares de proteínas oligoméricas. O gel é uma matriz constituída de um polímero de acrilamida com ligações cruzadas de N, N-metil-bis-acrilamida, cuja porosidade da malha pode ser escolhida. Quanto maior a concentração de acrilamida, menores serão os poros da malha formada. A solução de acrilamida é estável por até um mês. Quando estocada por períodos prolongados, transforma-se em ácido acrílico, que pode causar distorções no gel. É importante frisar que a acrilamida é fotosensível e neurotóxica, devendo, portanto, ser estocada em frasco escuro e manuseada com o maior cuidado possível.


Antes de iniciar a eletroforese, as variáveis forma e carga nativa das proteínas devem ser eliminadas para que a separação dependa apenas de sua massa molecular. Para isso, as proteínas são misturadas com SDS, um detergente anfipático cuja função é desnaturá-las, ou seja, convertê-las numa estrutura linear – a forma nativa é geralmente globular – e conferir-lhes densidade de carga uniforme. O SDS tem alta carga negativa e uma cauda hidrofóbica que interage com as cadeias polipeptídicas numa proporção aproximada de 1,4 g de SDS para cada grama de proteína, tornando-as negativamente carregadas. Na ausência do SDS, as proteínas com massas iguais podem migrar diferentemente na malha do gel devido ao diferencial de cargas de suas estruturas tridimensionais. Além da adição do SDS, as proteínas podem ser opcionalmente fervidas na presença de um agente redutor, como ditiotreitol (DTT) ou 2-mercaptoetanol, que desfazem as pontes dissulfetos, ajudando a eliminar a estrutura tridimensional dos polipeptídeos.


Após esse tratamento, as proteínas são aplicadas no topo de um gel de poliacrilamida e submetidas a uma corrente elétrica, fazendo com que elas migrem através da malha de acrilamida em direção ao pólo positivo. Dependendo do seu tamanho, cada proteína se moverá diferentemente: as proteínas menores migrarão mais rapidamente, enquanto que as maiores terão mais dificuldade em atravessar a malha do gel e, assim, se moverão mais lentamente. Quando se representa a mobilidade eletroforética frente ao logaritmo dos pesos moleculares conhecidos de diversas cadeias polipeptídicas (proteínas marcadoras), obtém-se uma reta que pode ser utilizada como padrão para o cálculo do peso molecular das subunidades da proteína de interesse.


2.2- Eletroforese Bidimensional



A eletroforese bidimensional (2D) foi inicialmente desenvolvida por O'Farrel e Klose em 1975. A metodologia original consistia na preparação de géis cilíndricos de poliacrilamida, em que um gradiente de pH era estabelecido por meio de uma pré-corrida com anfóteros específicos (também chamados de anfólitos), que apresentam alta capacidade tamponante em pHs próximos aos seus pontos isoelétricos (pIs). As proteínas eram, então, submetidas a uma focalização isoelétrica (IEF - Isoelectric Focusing) e, posteriormente, a uma eletroforese na presença de SDS, por meio de um sistema convencional descrito por Laemmli (1970). Dessa forma, as proteínas eram separadas na primeira dimensão de acordo com seus pIs (IEF) e na segunda dimensão em função de sua massa molecular (SDS-PAGE).



Apesar de engenhosa, a metodologia era muito trabalhosa, demorada, difícil de ser reproduzida em diferentes laboratórios e dependia da habilidade do pesquisador para obtenção de resultados consistentes (PANDEY e MANN, 2000). Atualmente, muitos desses problemas foram resolvidos com o desenvolvimento de novas tecnologias. Um avanço importante que contribuiu para o aumento da reprodutibilidade da eletroforese 2D foi o desenvolvimento dos géis em forma de tiras com gradiente de pH imobilizado (IPG - immobilized pH gel) (GÖRG et al., 1985). As tiras são feitas pela co-polimerização da acrilamida com o reagente Immobiline™ (Amershan Biosciences/GE Heathcare), que contém grupos tamponantes ácidos e básicos. Outro avanço importante foi o aperfeiçoamento dos métodos de preparação de amostras protéicas, os quais consistem das seguintes etapas: (1) a extração, usando-se diferentes tampões para amostras específicas; (2) a precipitação, para concentrar as proteínas e eliminar as substâncias interferentes, e (3) a solubilização destas proteínas. No que se refere às duas últimas etapas, a precipitação das proteínas a -20(C com ácido tricloroacético (TCA) a 10% em acetona (DAMERVAL et al., 1986), seguida pela solubilização das proteínas em um meio com altas concentrações de uréia (8,0 - 9,5M) ou uma combinação de uréia 5-7M com tiouréia 2M (RABILLOUD et al., 1997), tem sido amplamente utilizada para obtenção de extratos protéicos totais, principalmente em tecidos vegetais e microorganismos. Na presença de altas concentrações de uréia, a tiouréia adquire uma eficiente ação caotrópica, aumentando, portanto, a solubilidade das proteínas de membranas. Além disso, a descoberta de novos detergentes não iônicos, tais como os surfatantes CHAPS e SB 3-10, usados juntamente com agentes redutores adequados para a IEF, como ditiotreitol (DTT) e tributilfosfina (TBP) têm fortemente contribuido para a solubilização de um maior número de proteínas a serem separadas na eletroforese 2D (HERBERT, 1999). A partir daí, a eletroforese 2D passou a ser a principal técnica de separação de proteínas utilizada antes da aplicação da amostra no espectrômetro de massa. Sua vantagem em relação a outras tecnologias é a capacidade de separar com alta resolução um grande número de proteínas de uma amostra complexa e a possibilidade de se fazer análises de expressão gênica por meio da comparação dos padrões protéicos. Pelo exposto acima, conclui-se que a eletroforese 2D é uma técnica quantitativa e qualitativa.



Entretanto, há um consenso de que não é possível a visualização, num único gel, de todas as protéinas expressas num tecido complexo como o de organismos pluricelulares (HERBERT et al., 2001). Proteínas com pesos moleculares muito altos ou muito baixos não são bem separadas nas eletroforeses 2D. Proteínas altamente hidrofóbicas e alcalinas também necessitam de métodos específicos de preparação das amostras. Além disso, proteínas com um pequeno número de cópias dentro da célula, como as proteínas sinalizadoras, não são reveladas pelos métodos convencionais de coloração, tais como nitrato de prata e azul brilhante de coomassie. Com base nestas dificuldades, algumas estratégias para se indentificar um maior número de proteínas foram propostas: o pré-fracionamento das amostras por meio de extrações seqüenciais, o estudo do proteoma organelar em frações subcelulares, a utilização de tiras com faixas estreitas de pH e a sobreposição destes, além de técnicas de colorações específicas utilizando reagentes fluorescentes, radioativos ou imunoquímicos (GÖRG et al., 2000; HERBERT et al., 2001).



Embora seja conhecida desde os anos 70, a eletroforese 2D só passou a ter grande notoriedade na década de 1990, após uma revolução silenciosa da química de proteínas, com o surgimento da proteômica (WILKINS et al., 1997). O termo proteoma foi proposto apenas em 1995 por Wilkins como sendo todo o conteúdo de proteínas expressas por um genoma. Após a euforia provocada pelo seqüenciamento dos genomas de vários organismos, a comunidade científica percebeu que, para se compreender a função gênica em toda a sua plenitude, era necessário o estudo em larga escala das proteínas expressas. Constatou-se que, embora importante, a análise das seqüências de nucleotídeos nem sempre reflete uma relação direta com os níveis de proteínas expressas e, conseqüentemente, de atividade biológica (GYGI et al., 1999). A razão disso é que o controle da expressão gênica ocorre desde a transcrição do mRNA até as modificações pós-traducionais como glicosilação, fosforilação, acilação, hidroxilação, carboxilação, ubiquitinação, entre outras, as quais alteram a atividade protéica. Pelos motivos expostos, a análise proteômica é hoje um dos meios mais eficientes para o estudo funcional dos genes e genomas de organismos complexos.


3- Protocolo Experimental


A eletroforese bidimensional consiste em cinco etapas principais:


1) Preparação da amostra


2) Primeira dimensão: focalização isoelétrica


3) Segunda dimensão: eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 


4) Detecção das proteínas


5) Digitalização e análise de imagem


3.1- Preparação da Amostra



O melhor método de extração, precipitação e solubilização das proteínas varia de uma amostra para outra e deve ser estabelecido para cada caso em particular (HERBERT, 1999). Apesar disso, alguns passos essenciais devem ser seguidos: as proteínas devem ser parcialmente purificadas, completamente solubilizadas, desagregadas, desnaturadas e reduzidas.



O processo de solubilização tem como objetivos quebrar as interações macromoleculares (incluindo todas as interações não covalentes e as pontes dissulfeto), prevenir modificações nas proteínas e mantê-las em solução durante a eletroforese da segunda dimensão. Para o rompimento de interações não covalentes, são utilizados agentes caotrópicos, como a uréia, que altera os parâmetros do solvente e exerce profundos efeitos sobre todos os tipos de interações não covalentes. A tiouréia é um agente caotrópico mais eficiente do que a uréia, mas pouco solúvel em água. A mistura uréia-tiouréia tem sido muito utilizada, pois é mais eficiente do que a uréia sozinha (RABILLOUD et al., 1997).


O β-mercaptoetanol foi o agente redutor mais usado no princípio da técnica de 2D. Sua ação tamponante, contudo, destrói o gradiente de pH na região básica das tiras de gel (strips). Posteriormente, o DTT passou a ser utilizado por ser mais eficiente e apresentar melhores resultados – embora haja proteínas com muita cisteína que não são totalmente reduzidas com DTT. A tributilfosfina (TBP) é o mais potente agente redutor disponível no mercado atualmente. É volátil, tóxica e requer solvente orgânico para dissolver em água. Para romper as interações hidrofóbicas, são usados detergentes não-iônicos ou zwitteriônicos (com carga líquida neutra), como o Triton X-100 e, mais recentemente, o CHAPS.



Nosso laboratório vem obtendo excelentes resultados na preparação de amostras de raízes de algodoeiro, uma planta bastante recalcitrante, usando o seguinte protocolo: (1) extração com tampão Tris-HCl 40mM, pH 7,0, sacarose 250mM, Triton X-100 1%, EDTA 10mM, DTT 1mM e PMSF 1mM; (2) precipitação das proteínas a -20°C com ácido tricloroacético 10% em acetona; (3) ressolubilização em solução de uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 4%, IPG Buffer 2% e DTT 65mM (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese bidimensional das proteínas de raízes de algodoeiro resistente a Meloidogyne incognita.


3.2- Primeira Dimensão: Focalização Isoelétrica (IEF): 


O ponto isoelétrico (pI) de uma proteína corresponde ao valor de pH no qual o somatório de todas as suas cargas parciais é igual a zero. Esta propriedade depende da força iônica, da natureza do tampão usado e qualquer outro soluto presente no meio, mas não depende da concentração da proteína. O ponto isoelétrico de uma proteína é determinado por uma técnica conhecida como focalização isoelétrica (eletrofocalização). Esta técnica consiste em uma separação eletroforética, na qual as proteínas são separadas de acordo com as diferenças de seus pontos isoelétricos. Uma vez submetidas a um campo elétrico, as proteínas migrarão até encontrar uma faixa de pH referente ao seu pI e neste ponto ficarão com carga total neutra, interrompendo a migração no gel (BERKELMAN e STENSTED, 1998).

3.2.1- Rehidratação das tiras de gel (strips):



As tiras de IPG (immobilized pH gel) são obtidas comercialmente na forma desidratada com diversas faixas de pH e tamanhos e devem ser rehidratadas antes da focalização isoelétrica. As amostras podem ser misturadas à solução de rehidratação ou aplicadas sobre a tira usando o acessório denominado copo de carregamento (sample cups). O primeiro procedimento permite a aplicação de uma maior quantidade de proteínas (~1mg), minimiza a precipitação durante a entrada no gel, principalmente para proteínas de membrana, e evita a manipulação exigida durante a aplicação usando o segundo procedimento.


Quando o sistema Multiphor II é utilizado para a IEF, as tiras de IPG devem ser rehidratadas na bandeja de rehidratação (DryStrip Reswelling Tray). Nessa etapa, aplica-se a solução de rehidratação diretamente nas fendas da bandeja, e então se coloca as tiras com a superfície do gel virada para baixo. Em seguida, aplica-se 2mL de óleo mineral (DryStrip Cover Fluid) em cada fenda, para evitar a cristalização da uréia. Usando-se o novo equipamento da GE Healthcare, denominado IPGphor II, é possível fazer a rehidratação e, imediatamente, a focalização isoelétrica, evitando perda de tempo e manipulações desnecessárias das tiras. O período necessário para a rehidratação das tiras é de, no mínimo, 10 horas e deve ser realizada a temperatura ambiente.


Solução de rehidratação (BERKELMAN e STENSTED, 1998):

		Reagentes

		Concentração final



		Uréia*

		8M



		CHAPS

		2%



		Pharmalyte 3-10 ou IPG Buffer 3-10

		2%



		Azul de bromofenol

		0,002%



		Dissolver em H2O milli-Q





Estocar a -20°C em alíquotas de 0,5mL.


Obs.: o DTT (7mg para cada 2.5mL) deve ser adicionados no momento do uso.


3.2.2- Focalização Isoelétrica (IEF):



A focalização isoelétrica é feita em temperatura constante de 20°C no sistema de eletroforese Multiphor II, usando o Immobiline DryStrip Kit da Amersham Bioscience/GE Healthcare. A corrida é realizada com a fonte de eletroforese EPS 3501 XL, em três etapas:


Programa para o Multiphor II (tira de 18 cm; pH 3-10 linear)

		Fase

		Voltagem

		Amperagem

		Potência

		Tempo



		1

		300V

		2mA

		5W

		0:01h



		2

		3500V

		2mA

		5W

		1:30h



		3

		3500V

		2mA

		5W

		5:00h





Programa para o IPGphor II (tira de 18 cm; pH 3-10 linear)


		Fase

		Voltagem

		Volt/horas

		Tempo



		Rehidratação

		-

		-

		12h



		1

		500V

		500

		1:00h



		2

		1000V

		1000

		1:00h



		3

		8000V

		16000

		4:00h





A utilização do sistema IPGphor II para a IEF apresenta algumas vantagens: (1) bandeja de rehidratação, fonte de eletroforese e regulador de temperatura integrados em um só sistema; (2) redução do tempo de focalização; (3) menor manipulação das tiras.


Obs.: O programa para IEF varia de acordo com o tamanho da tira e a faixa de variação de pH. Após a focalização, as tiras podem ser congeladas a -80°C para posteriormente realizar a segunda dimensão.

3.3- Segunda Dimensão: Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida 



Como as bandas protéicas tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais de separação, como a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), podem separar um número relativamente pequeno de proteínas (geralmente menos de 50). A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de separação, pode ser usada para separar mais de 1000 proteínas em um único gel. Na primeira dimensão (IEF), as proteínas são separadas em função das suas cargas nativas (pI). Posteriormente, a tira de gel é mergulhada em uma solução de equilíbrio contendo SDS e depois colocada no topo de um gel de poliacrilamida – cuja espessura é geralmente de 1mm – para a realização da eletroforese de segunda dimensão, através da qual cada cadeia polipeptídica migra em função de sua massa molecular. O resultado final consiste em um gel com diversos discos (spots) dispersos, cada um correspondendo a uma proteína particular. O poder de separação é tão grande que duas proteínas que diferem em apenas um aminoácido carregado podem ser prontamente distinguidas.


3.3.1- Reagentes e soluções estoques 


a) Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8): 29,2g de acrilamida e 0,8g de bisacrilamida  para 100mL de solução aquosa (H2O Milli-Q). Filtrar em papel de filtro Whatman n°1 (0,45m) e estocar a 4°C em frasco escuro por até um mês.


b) Tampão Tris-HCl 1,5M pH 8,8 (gel de separação): 18,167g de Tris + 48mL de HCl 1M, ajustar o pH se necessário, completar com água para 100mL. Filtrar em papel de filtro Whatman n° 1 (0,45m). Estocar a 4°C por até três meses.


c) SDS 10% (p/v): 10g de SDS em 100mL de água. Estocar a temperatura ambiente por até seis meses.


d) TEMED 10%: 1mL de TEMED em 10mL de H2O milli-Q; estável a 4°C em frasco escuro. 


e) Persulfato de Amônia 10% (p/v): 0,5g para 10mL de solução aquosa. Melhor usar solução fresca.


f) Tampão de corrida Tris 0,025M, glicina 0,192M, SDS 0,1% (pH 8,3): Para uma solução concentrada (10X) - 30,3g de Tris, 144,13g de glicina e 10g de SDS em 1000mL de solução aquosa. Diluir 10 vezes na hora de usar. Estocar a temperatura ambiente por até um mês.


3.3.2- Preparação do gel 12,5% (SDS-PAGE):


		Reagentes

		Volume pipetado



		Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8)

		188mL



		Tampão Tris-HCl pH 8,8

		113mL



		H2O milli-Q

		117,5mL



		Glicerol

		22,5mL



		SDS 10%

		4,5mL



		Persulfato de Amônio 10%

		4,5mL



		TEMED 10%

		0,62mL





3.3.3- Equilíbrio da tira (strip):


Após a primeira dimensão (IEF) a tira deve ser equilibrada por duas vezes de 15 minutos antes de correr a segunda dimensão (SDS-PAGE). O primeiro equilíbrio é feito com DTT a 1% e o segundo com iodoacetamida a 2,5%.


Solução de equilíbrio:


		Reagentes

		Concentração final



		Tris-HCl 1,5M pH 8,8

		50mM



		Uréia

		6M



		Glicerol (87%)

		30%



		SDS

		2%



		Azul de bromofenol

		0,002%



		Dissolver em H2O milli-Q





Estocar a -20°C em alíquotas de 5mL. 

Adicionar o DTT e a iodoacetamida apenas no momento de usar.


3.3.4- Corrida SDS-PAGE:



A tira de IPG deve ser colocada no topo do gel e selada com agarose a 0,5%. A corrida da segunda dimensão pode ser feita no sistema eletroforético Ettan Daltsix (Amersham Biosciences/GE Healthcare) com amperagem ou potência constante em baixa temperatura (10°C) para evitar o aquecimento. A corrida deve ser interrompida quando o azul de bromofenol atingir o final do gel.


Programa: 


		Fase

		Voltagem máxima

		Amperagem máxima

		Potência/gel*

		Tempo



		1

		600V

		400mA

		5W

		0:30h



		2

		600V

		400mA

		17W

		4:00h





*Para mais de um gel multiplique a potencia pelo número de géis a serem corridos.


Solução de agarose:


		Reagentes

		Concentração final



		Agarose

		0,5%



		Azul de bromofenol 1%

		0,002%



		Dissolver em tampão de corrida





Aquecer a mistura até dissolver completamente a agarose. Estocar a 4ºC em alíquotas de 5mL.


3.4 - Detecção das Proteínas



Um grande passo no uso da eletroforese 2D ocorreu com o progresso nas técnicas analíticas de detecção e identificação. As proteínas separadas eletroforeticamente podem ser visualizadas por métodos gerais de coloração, tais como azul brilhante de coomassie, nitrato de prata, fluorescência ou autoradiografia, ou por métodos específicos como a coloração de glicoproteínas ou detecção com imunoquímicos.


Alguns fatores são importantes na escolha do método de coloração:


a) Faixa dinâmica de detecção;


b) Linearidade;


c) Reprodutibilidade entre experimentos;


d) Variabilidade inter proteína;


e) Compatibilidade com métodos de identificação;


Após a detecção das proteínas, o procedimento subseqüente consiste em identificar as macromoleculas de interesse. Nas últimas décadas grandes avanços foram obtidos na identificação das proteínas por meio do uso da espectrometria de massa. As duas principais técnicas espectrométricas para análise de moléculas biológicas grandes são: (1) a espectrometria de massa com base na dessorção e ionização das proteínas com laser, auxiliado por uma matriz (MALDI - Matrix-Assisted Laser Disorption Ionization), que analisa a massa através do tempo de vôo dos íons no tubo de análise (ToF - Time of Flying); (2) e a espectrometria de massa baseada na ionização por pulsos elétricos em meio líquido (ESI - ElectroSpray Ionization).


A primeira técnica analisa a massa de fragmentos peptídicos obtidos da digestão das proteínas com uma enzima proteolítica, como a tripsina. O padrão de massas obtido (peptides mass fingerprint) é comparado em bancos de dados para a identificação das proteínas. Apesar de rápido e prático, este método dá apenas o grau de similaridade dos padrões de massas de peptídeos entre proteínas anotadas. Portanto, fazem-se necessários métodos complementares, a exemplo do seqüenciamento completo por meios bioquímicos clássicos, tais como a degradação de Edman, para uma certificação mais acurada sobre a identidade da proteína. Por outro lado, a espectrometria ESI analisa a massa dos diversos fragmentos obtidos da colisão dos polipeptídeos contra um gás inerte como o argônio. A massa de todos os fragmentos e a massa teórica dos resíduos de aminoácidos é, então, utilizada num algoritmo computacional para determinar a seqüência dos resíduos de aminoácidos. Neste aspecto a espectrometria ESI é uma ferramenta eficiente que pode substituir o seqüenciamento clássico.


3.5 - Digitalização e Análise de Imagem

Com a sofisticação da eletroforese 2D e o aumento da sensibilidade dos médotos de detecção e identificação das proteínas, tornou-se uma tarefa muito laboriosa e pouco confiável a análise dos géis 2D apenas por inspeção visual. Atualmente, estão disponíveis no mercado diversos softwares que podem oferecer aos pesquisadores um método automático, prático e estatisticamente seguro para análise comparativa dos géis 2D.


Os géis de eletroforese bidimensionais corados com azul brilhante de comassie ou nitrato de prata são digitalizados com o auxílio de um scanner específico, como por exemplo, o ImageScanner™ II, e analisados com o ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 software da Amersham Bioscence/GE Healthcare. Este sistema permite a contagem do número de spots, a caracterização automática dos valores de pI e massa molecular, a análise dos níveis de expressão, assim como diversos outros recursos para o melhoramento da qualidade da imagem.
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