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No melhoramento genético na atualidade, com base na biologia 
molecular, várias tecnologias tem sido desenvolvidas, objetivando o 
aprofundamento dos estudos e tambern facilitar as escolhas dos 
genótipos, via estudos enzimáticos e de outros grupos de proteínas 
para a verificacão de vdrios aspectos, entre os quais, 
aproximadamente genetica entre cultivares e espdcies, via isoenzimas 
e outros produtos do metabolismo vegetal. Entre as tecnotogias 
disponíveis para o estudo enzimático tem-se a eletroforese que é 
capaz de separar em géis de amido e de poliacrilamida formas 
moleculares distintas de uma mesma enzima e assim verifi-.ir a 
proximidade genética entre cultivares e espécies. Com esta publicação 
de quatro pesquisadores da Embrapa Algodão, tendo a Dra. Márcia 
Barreto de Medeíros Nóbrega como autora principal, esperamos 
difundir a técnica da eletroforese para estudos de isoenzimas, uma 
das ferramentas importantes para o melhoramento genético de 
plantas. 

Napoleáo Esberard de Macêdo Beltrão 
Chefe Geral da Embrapa Algodão 
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PRINCIPIOS E UTILIZAÇAO DA TÉCNICA DE ELETROFORESE EM GEIS 
DE AMIDO E POLIACRILAMIDA 

Márcia Barreto de Medeiros N6brega1 
Roseane Cavalcanti dos Santos1 

Rosa Maria Mendes Freirel 
Julita Maria Frota Chagas Carval ho2 

O uso da t6cnica de eletroforese para separar múlt iplas 
fo rmas  moleculares de uma enzima, com a subsequente 
co lo racão  das isoenzimas,  é de largo uso em ciencias 
biológicas. A técnica tem ajudado a entender problemas 
referentes à diferenciacão celular, ontogenia e evolucão, e de 
ou t ros  es tudos  genét icos,  a l é m  d e  ser u t i l i zada  para 
de te rminacão  do número e da quantidade de proteínas 
presentes em uma mistura e para identi f icar várias enzimas 
com base na diferenca de suas cargas elétricas, tamanho ou 
conformaqões, as quais afetam sua mobilidade em determinado 
campo elétrico (Brewer & Sing, 1970; Asquith, 1977; Medina 
f i lho,  1 983; Falcão, 1 984). 

O uso da técnica pode resultar na reducão do tempo, 
espaco, esforqo e dinheiro; todavia, ela não subst i tu i  os 
experimentos de avaliacão em campo: a sua grande forca está 
na capacidade de visualizar a enzima diretamente, o que 
permite a deteccão de mijttiplos produtos de genes catalizando 
uma mesma reacão; consequentemente, é possível detectar a 
variação genética independentemente do efei to da mutacão 
(Brewer & Sing, 1970). A variacão no padrão de bandeamento 
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pode ser diretamente igualada A variacão na codificaqão ggnica 
das proteínas. 

Um grande número de r e a ~ õ e s  especificas é catatisado 
por múltiplas formas de enzirnas e a disponibilidade de 
substratos (comerciais) de alta qualidade permite conisiderhvel 
especificidade dos métodos de análise isoenzim&tica (Brewer 
& Sing, 1970). Em cada organismo, a número de isoenzimas 
com uma dada atividade catalítica 6 pequeno e poucas bandas 
aparecem no gel (Pasteur et a!., 1988). 

Uma outra característica é a diferença encontrada em 
isoenzimas de diferentes tecidos dos organismos e durante o 
ciclo de vida. Esta diferenca pode ser usada clinicamente, para 
detectar danos causados aos organismos ou parte deles, seja 
mecânico ou f is iológico ou,  a inda,  se para  estudar a 
diferenciacão de tecidos e a ontogenia (Brewer & Sing, 1970). 

A enz ima  p o d e  ser e n c o n t r a d a  em vár ios  
compartimentos da célula, variando com o tecido e com a 
fase  o n t o g e n h t i c a .  Alguns f a t o r e s  que in ter ferem na 
intensidade de coloracão e na atividade das enzimas estão 
relacionados as  alteracões no metabolismo do tecido, tais como 
nutricão mineral, infeccão por fitorganísmos ou exposicão a 
ambientes adversos. 

Uma grande vantagem do uso de isoenzimas 6 que ela 
não requer a purificação da enzima, simplificando grandemente 
o processo e permitindo que este tipo de estudo seja procedido 
em qualquer laboratório.  Embora muitos fatores estejam 
envolvidos na eletroforese, na maioria dos casos, não é 
necessário se ter mais que conhecimentos elementares sobre 
princípios bioquírnicos, para se usar a técnica com sucesso. 
Como a técnica requer pequenas quantidades de material não 
purificado, ela e facilmente usada para se leck em massa. 

O conceito de isoenzimas é conhecido de longa data, e 
embora disponha-se hoje, d e  técnicas para identificar DNA a 
eletroforese de isoenzirnas continuará sendo usada, porque 
apresenta a vantagem de ser simples, barata e capaz de 



fornecer respostas para ajudar a solucionar vhrias quest6es 
(May, 1992) principalmente na análise de variabilidade de 
populacões naturais e art i f iciais de quaiquer forma de vida, 
da bactéria ao homem, Mesmo com outras técnicas de analise 
de DNA, não há dúvida de que a selecão e o lanqamento de 
cult ivares, clones e variedades, irão continuar dependentes 
do julgamento de um m e l h o r i s t a  exper ien te ,  sobre a 
performance no campo e a avaliação continuará ocupando 
grande parte do tempo deste especialista (Moore & Collins, 
1983). O uso de marcadores, como as isoenzimas, ajuda o 
melhorista, reduzindo a ciclo do melhoramento e aumentando 
a eficiência dos programas de  cruzamento e seleção. 

O presente documento tem por objetivo descrever os 
princípios e a uti l izacão da técnica de eletroforese em geis de 
amido e pol iacr i lamida, como forma de cont r ibu i r  com o 
en tend imento  e o p e r a c i o n a l i z a ç ã o  d e s t a  f e r r a m e n t a .  
amplamente uti l izada em vArios estudos, genético-bioquírnicos 
de germoplasma vegetal. 

2. POTENCIAL DAS ISOENZIMAS 

A uti l izacão da heterogeneidade das proteinas, medida 
por métodos eletroforbticos, como sistema diferenciador de 
c u l t i v a r e s  d e p e n d e ,  p r i n c i p a l m e n t e ,  d a  e x t e n s ã o  da  
variabilidade intervarietal detectada entre elas (Santos, 1989); 
quanto mais heterogênea for a populacão analisada, maiores 
serão as chances de se conseguir variantes eletroforeticas 
para as análises geneticas. 

No melhoramento de plantas, as tais variantes funcionam 
como excelentes marcadores geneticos porque as plantas 
podem ser identificadas quanto ao seu t ipo de reproducão ou 
pureza varietal, através de testes em tecidos de qualquer idade 
ou fase de desenvolvimento (Medina Filho, 1983). Alguns 
caracteres quantitativos, como produção, altura, peso de f rutos 



etc, por estarem sob inf luência ambienta1 não podem ser 
utilizados para identif icacão de cultivares em analise genética 
convenc iona l ;  esses ind iv íduos,  entretanto, podem ser 
caracterizados através de variantes eletroforéticas, uma vez 
que não estão sob o controle de fatores ecológicos, 

As isoenzimas têm sido utilizadas como marcadores 
geneticos a nível molecular. Em estudos de desenvolvimento, 
as modificações nos padrões de bandas eletroforéticas são 
interpretadas como evidência da atividade diferencial de "n" 
locos nos vários estádios ontogenéticos do organismo. Esses 
estádios podem estar associados a eventos fisiológicos durante 
a diferenciacão e maturacão dos tecidos. Quase todos os genes 
são regulados diferencialmente. A presença e a ausgncia de 
determinadas bandas eletroforéticas durante a fenologia da 
p lan ta  são consideradas resul tantes da a t ivação gênica 
diferencial, dos genes que controlam ou modif icam a síntese 
da p r o t e í n a .  Q u a n d o  o c o r r e m  o c r e s c i m e n t o  e o 
desenvolvimento da planta, as modif icacões dos padrões 
e let roforét icos são frequentemente drásticas e incluem o 
aparecimento de outras proteínas. 

No melhoramento, os padrões de diferentes isoenzimas 
e das proteinas têm sido utilizados para identificar espécies, 
cult ivares e l inhagens híbridas porque, uma vez que a maioria 
dos alelos apresenta expressão codominante, torna-se possível 
distinguir os heterozigotos dos homozigotos e is to  representa 
uma vantagem que poucos marcadores genéticos apresentam. 
A anál ise genetica permite a dist incão entre as diferentes 
formas de enzimas codificadas por locos estruturais diferentes 
e sua importância é que permite quanti f icar exatamente o 
nijmero de locos envolvidos n o  estudo e, assim, a quantidade 
de informacão utilizada. Outras potencialidades das isoenzimas 
são: verificar a pureza de lotes de sementes, no patenteamento 
e na proteqão de cult ivares (McMillim, 1983) e a validade de 
cruzamentos controlados. 



A técnica da eletroforese foi  uti l izada pela primeira vez 
por Arne Tisselius, em 1937, que separou proteínas não 
enzimaticas por corrente elétrica. O mater ia l  usado fo i  a 
proteína do soro sanguíneo em solucáo. Por leitura ót ica ele 
fo i  capaz de distinguir 5 fracões em solucáo aquosa, que foram 
identif icadas por índice de gradiente de refracão (Brewer & 
Sing, 1970; Asquith, 1977; Medina Filho, 1983; Falcão, 1984). 
A técnica fo i  denominada "moving boundary". 

O passo subseqüente f o i  a utilizacão da eletroforese de 
zona, na qual cada componente da proteína é separado em 
uma zona dist inta em um meio estabilizada e não em uma 
solucão. A deteccão de zonas de proteínas nesses meios, feita 
por refracão. não era possível devido a dispersão da luz. No 
i n í c i o  d a  década  d e  50,  v á r i o s  e s t u d o s  conduz idos  
evidenciaram a existência de enzimas de plantas, em múltiplas 
formas. Dawson citado por Brewer & Sing (1  970) obtiveram 5 
amostras de tirosinase purificada do cogumelo comum, /sa//igta 
campestris (Brewer & Sing, 1970). 

A evolucão do meio fo i  fator importante no processo; 
por esta razão, alguns comentários serão fe i tos a seguir: o 
uso de  papel de f i l tro, como meio suporte, para a eletroforese 
de zona das proteínas do soro sanguíneo, fo i  estabelecido em 
m e a d o s  dos anos 50; um dos  p r ime i ros  estudos com 
eletroforese em papel inclui a fosfatase alcalina realizados por 
Beker & Pelegrino, Wieland et  a!. ,  citados por Brewer & Sing 
(1  970). 

Outros meios que passaram a ser usados foram os géis, 
de ágar, amido, poliacrilamida e agarose. 

Segundo Brewer & Sing (1970) o gel  de agar fo i  
desenvolvido por Bordo e t  al. (I 949), e usado pela primeira 
vez para separacão de isoenzimas, em 1959, dez anos depois 
do seu desenvolvimento. O gel de amido fo i  introduzido por 
Kunkel & Slater em 1952,  e o primeiro ensaio c o m  isoenzimas 



f o i  f e i t o  em 1957,  por  V e s e l l  & ~ e a r n  c o m  l a c t a t o  
desidrogenase e malato desidrogenase, usando amido em 
b l o c o s .  E s t a  t é c n i c a  ho je  é u t i l i z a d a  em e l e t r o f o r e s e  
preparativa, ou seja, na separacão de uma quant idade de 
proteínas para outras análises. 

Em 1955 ,  Srnithies introduziu a técnica de eletroforese 
em gel de  amido em lâminas, usada a té  hoje; este t ipo de gel, 
assim como o de acrilamida, contribuiu com um fator adicional 
para a separacão de proteínas, que não se encontrava nos 
outros meios. Os poros na matriz do gel que têm a mesma 
forma e tamanho das moléculas de proteína resultam em uma 
" p e n e i r a  m o l e c u l a r "  ( M a r k e r t  & M o l l e r ,  1 9 5 9 ) ,  e s t a  
característica contr ibuiu bastante, para melhorar a resoluqão 
de bandas de proteínas. Desenvolveram técnicas histoquímicas 
de deteccão de isoenzimas usando suas atividades cataliticas, 
nas quais, o produto da reaqão da enzima produz, de alguma 
maneira, uma área colorida, tornando-se possível, então, 
identi f icar, em um extrato não purificado, contendo centenas 
de  proteínas di ferentes, apenas moléculas com a mesma 
a t i v i dade  cata l í t i ca ;  eles introduziram t a m b é m  o t e r m o  
zimograma para descrever as bandas formadas no gel após a 
coloracão (Brewer & Sing, 1970; Alfenas e t  al., 1991 ). 

Em 1959 ,  sete anos depois de  introduzido o gel de  
amido, Raymond & Weintraub; Ornstein & Davis, introduziram 
o gel de acrilamida, que e um gel de maior poder de resolucão 
e atualmente, usado também quando se deseja obter maior 
resolugão em analises de DNA. 

Um m a r c o  h i s t 6 r i c o  n a  i s o e n z i m o l o g i a  f o i  a 
demonst racão d a  heranca da var iacão e le t ro foré t ica .  Os  
primeiros relatos datam de 1960 e '1961, através de vários 
estudos em insetos (Allen, 1960), em milho (Schwartz, 1960) 
citados por Brewer & Sing ( 1  970). 

A eletroforese de isoenzimas passou então a ser usada 
em diversos estudos, com os mais diferentes organismos porem 
na década de 70, com a popularizacão dos computadores, 



associada ao desenvolvimento de modelos matemáticos para 
avaliacão de  um grande número de dados, os estudos em 
p l a n t a s ,  p r i n c i p a l m e n t e  d e  taxonomia  e genét ica  de 
populações, tiveram uma verdadeira explosão. 

A rotina dos métodos de deteccão de isoenzimas 
permanece fundamentalmente a mesma, desde a década de 
70. O uso desta técnica continua a crescer, mesmo com o 
desenvolvimento de técnicas moleculares para o estudo direto 
dos genes, devido as suas vantagens. 

Em plantas, a técnica é usada ate hoje para diversas 
finalidades de estudos genéticos, fisiológicos e bioquírnicos, 
o que é visto, mundialmente, em periódicos científicos. 

4. ASPECTOS DA BIOQU~MICA E SÍNTESE DE PROTE~NAS 

As proteínas são componentes celulares que exercem 
papel importante, tanto estrutural quanto funcional, dentro das 
células, e representam cerca de 5 0 %  de seu peso seco. 

Elas consistem de uma ou mais cadeias polipeptidicas 
(subunidades) podendo ser idênticas ou diferentes, algumas 
vezes acopladas a um elemento não-protéico, conhecido como 
grupo prostético (Pasteur et a l . ,  1988). 

Cada cadeia polipeptídica é composta de uma série de 
aminoácidos agrupados por ligações covalentes ou peptídicas. 
que diferem na forma de seu "radical" (aquelas partes que 
não são envolvidas nas ligaqões covalentes). A ordem e a 
natureza desses aminoácidos determinam a estrutura primária 
de um polipeptídeo. Esta seqüência depende da informação 
contida no DNA do gene que codifica para um polipeptideo 
particular (Pasteur et al., 1 988). 

Esta informacão é transcrita em mRNA que, ao chegar 
ao  ci toplasma,  conver te  a mensagem em sequência de 
aminoácidos no polipeptídeo, ou seja, uma proteína. Este é o 



processo conhecido como t radu~ao .  Cada triplet ou códon dos 
nucleotideos do mRNA (Quadro I )  corresponde a um mesmo 
arninoácido na prateina (Pasteur et al., 7988; Alfenas et  al., 
1991).  O código genlético é redundante; muitos códons 
correspondem a um mesmo aminodcido, Portanto, para 64 
códons possiveis, tem-se apenas 20 aminoácidos. 

A medida em que a síntese prossegue, a cadeia 
polipeptídica desenvolve uma estrutura tridimensional, primeiro 
pela formacão de rima espiral (alfa-hdlice) formando uma 



Quadro 1 .  O código genético. Cada aminiácido em uma proteína 
é codificado por uma seqüência de nucleotídeos. No 
DNA de um gene existem quatro diferentes nucleotí- 
deos, que diferem na sua base nitrogenada, classifi- 
cadas como purinas (adenina (A) e guanina (G) ou pi- 
rimidinas (citosina (C )  e timina (TI. 

1 Nucfeotideo I 2* Nucleotldeo 1 3 O  Nucleotideo 
I 1 

Phe 
Phe 
Leu 
Leu 

Leu 
Leu 
Leu 
Leu 

Ileu 
Ileu 
Ileu 
Met 

Ser TY r 
Ser T Y ~  
Ser Cadeia terminal 
Ser Cadeia terminal 

Pro 
Pro 
Pro 
Pro 

Thr 
Thr 
Thr 
Thr 

His 
His 

GluN 
GIuN 

AspN 
AspN 
LYS 
LYS 

Cvs 
CYS 

Cadeia terminal 
f r p  

Ser 
Ser 
Arg 
Arg 

glutânico; Lys-lisina; Arg-arginina; His-histidina. 
Fonte: Conny & Stumph ( 1  990). 

Val Ala A ~ P  G 
Val Ala A ~ P  G ~ Y  
Val Ala Glu G IY 
Vai Ala Glu G IY 

U 
C 
A 
G 

Ala-alanina; Val-valina; Leu-leucina; Ileu-lsojeucina; Pro-prolina; Phe-fenilanina; Trp- 
triptofano; Met-metionina; Gly-glicina; Ser-serina, Thr-treonina; Cys-cisteina, Tyr- 
Tyrtirosina; AspN-asparagina; GluN-glutamina; Asp-6cido aspArtico; Glu-dcido 



estrutura secundária, e depois pelo envolvimento em torno de si, 
originando a estrutura terci8ria (Figura 1 ) .  A forma desse 
enrolamento depende das propriedades fisico-químicas dos 
amionoácidos que formam a cadeia polipeptídica (Pasteur et al., 
1988). Finalmente, algumas proteínas s6 são funcionais após 
muitas cadeias polipeptidicas estarem ligadas, formando a 
estrutura quaternária (Alfenas et al., 1991). 

Por uma sbrie de enovelamentos, proteínas solúveis 
geralmente tem uma estrutura que se aproxima, em forma, da 
globular (Pasteur, 1988). 

- 
Primdria Secundária Terciária Quaternária 

Figura 1. Representacão esquernática da estrutura da proteína. 

O padrão representado por bandas coloridas no gel dá 
indicacão das 4reas localizadas de proteínas não catalíticas ou de 
enzimas de uma reaqão particular. As diferenças na mobilidade 
eletroforética das proteínas resultam de alterações na seqüência das 
seus aminoácidos, determinadas por modificacões de sequências 
nucleotidicas de genes estruturais. Assim, as variacões eletroforéticas 
são o resultado direto de diferenças genéticas (Burdon & Marshall, 
1 983) 



A enzima ativa pode ser constituída por um ou mais 
polipeptídeos; portanto, as proteínas estruturais e as enzimas podem 
ser monornericas, diméricas, triméricas, tetraméricas etc, quando 
constituídas por 1, 2, 3.4 ou mais polipeptideos, respectivamente 
(Alfenas et al., 1991 ). Cada polipeptídeo constitui um monômero. 
Os monómeros podem ser iguais (homopolheros) ou diferentes 
(heteropolímeros) (Alfenas et al., 1 99 1 ). Conhecer o número de 
subunidades ou de polipeptideos que formam uma proteína, e 
informacão importante para a interpretação do gel, porque ele 
afeta o zimograma. 

A variacáo no tamanho de uma molécula resultante da 
variacão do número de subunidades iguais, pode produzir 
isoenzimas, particularmente no meio que tem efeito de peneira 
molecular. Nos heteropolímeros, as isoenzimas podem resultar da 
variacão na combinacáo dessas subunidades. Essas subunidades 
podem se combinar ao acaso ou não (Brewer & Sing, 1970). 

As múltiplas formas molecutares de uma proteína 
(isoenzima) podem ocorrer mesmo quando a estrutura primária 
(seqüência de aminoacidos) é idêntica em todas as formas. 
Dependendo do tipo de enovelamento causado pelo enrolarnento 
das cadeias polipeptídicas, ocorrem diferenças conformacionais, 
e uma proporcão diferente de grupos amino e carboxila carregados, 
fica exposta resultando em diferenças na carga líquida (Brewer & 
Sing, 1970) razão pela qual a conformacão da molécula também 
afeta a migracão do gel. 



O fracionamento prateico pela eletroforese depende, 
basicamente, da passagem de corrente elétrica através de um 
meio condutor  da carga elétr ica das proteínas que serão 
sepa radas  e t a m b é m ,  como se  v i u  an te r i o rmen te ,  d a  
conformacão do peso rnolecular e da carga elétrica da mesma 
(Falcão, 1984; May, 1992). Para transmit ir  corrente, o meio 
deve conter uma soluqão ionizada ou tampão (Brewer & Sing, 
1 970). 

As proteínas são capazes de adquirir carga em funcão 
do pH do meio e por isso são t idas como anfóteras (Alfenas e t  
al., 1991).  Para cada proteína existe um pH específico, 
denominado  ponto  i soe lé t r i co  (P I ) ,  o qua l  estabiliza o 
movimento da proteína quando submetida a um campo eI6tric0, 
por  não apresentar carga. Cada espécie, pode diferenciar-se 
d e  uma outra, por  uma  ou mais proteínas, podendo ser 
potencialmente dist inguida através d a  eletroforese. 

S. 1 .  O papel da estrutura primária 

Em g é i s  com p t l  f i x o ,  as  p r o t e í n a s  se  movem 
constantemente através do gel. Em géis com u m  gradiente de 
pH, as pro te ínas se  m o v e m  até  encontrarem um ponto 
isoelét rico e então param (f ocali,zacão isoelétrica) (Pasteu r e t  
al., 1988). 

A carga líquida das moléculas de proteína é funqão 
somatória dos aminoácidos que as consti tuem (Alfenas et al., 
1991 ). A carga depende da proporcão de seus grupos carboxila 
e amino, que são carregados. Os grupos carboxila desenvolvem 
uma carga negativa e os grupos arnino uma carga posit iva. No 
seu ponto isoelétrico, uma proteína é neutra, tem o mesmo 
número de grupos carboxila e amino carregados. A medida 
que o pH decresce, os grupos amino são progressivamente 
ionirados e a proteína assume uma carga posit iva. Com o 



aumento do pH os grupos carboxila são progressivamente 
ionizados, dando as protelnas uma carga mais negativa; assim, 
a carga el6trica de uma proteina em um pH irá depender do 
número de grupos amino e carboxila, que são ionizados. Quanto 
maior a carga de uma proteína, mais rápido ela irá se mover 
em um campo elhtrico na direção do eletrodo que tem a carga 
oposta (Brewer & Sing, 1970) .  

No exemplo, citado por Pasteur et al., 1988,  da Figura 
2 ,  verifica-se uma proteina formada por uma cadeia 
polipeptídica (I) formada por nove aminoácidos (Figura 2A).  

Em um solvente ou tampão, os radicais dos aminoácidos, 
1 ,  2, 5, 7 e 9 estão positivamente ionizados e os radicais dos 
aminoácidos 3 e 6 estão negativamente ionizados. A carga 
liquida desta proteina é: 1 + 1 - 1 + O + 1 - 1 + I + O + 1 
= 3. O aminoácido 5 é lisina, codificado no gene pelo cbdon 
TTC. Muitos diferentes tipos de mutação podem ocorrer neste 
códon, em particular a troca de um nucleotideo por outro (veja 
no Quadro 1 as mudanqas que ocorrem com a troca de uma 
base no c6don). 

1)Se o códon TTC mudar para TCC, o aminoácido na posição 
cinco (que é lisina) passará a ser arginina e o gene ter$ um 
novo alelo, que ir8 codificar para uma nova proteína ou 
aloenzima, com a mesma função enzirnática; assim como a 
lisina, a arginina pode ser positivamente ionizada e a nova 
proteina ( 1 1 )  irá ter a mesma carga que a molécula original 
(Figura 28 e F).  

2)Se o códon TTC muda para TGC, a nova aloenzima ( 1 1 1 )  terá 
a treonina na posicão 5. Como a treonina é ionicamente 
neutra, a carga será de + 2 (Figura 2C e F ) .  

3)Se a rnutacãg for para a l a base (TI e ficar CTC, a nova 
proteína ( IV )  ter6 glutamina, ionicamente negativa, na 
posicão cinco, e a carga será + 1 (Figura 2D e F). 



4)Se o c6dsn TTC mudar para TTT ele continuará codificando 
para lisina (Figura 2E)  e a mobilidade não será afetada (V) 
(Figura 2F).  

Se as aloproteinas do exemplo anterior forem submetidas 
a eletroforese, elas irão migrar na direcão do catodo ( -1  com 
velocidades proporcionais a sua carga (Figura 2F). 

Em resumo 

A carga de uma proteína muda quando uma mutacão 
ocorre no DNA, resultando da substituicão d e  um arninoácido 
por outro com carga diferente. No exemplo, de 4 mutacões 
consideradas, apenas duas foram deste tipo. De modo geral, 
estima-se que a eletroforese detecta cerca de í/3 das 
substituicões de  aminoácidos e este é o fator mais importante 
envolvido na subestimacão dos níveis de polimorfismo 
existente por este método. 

Portanto,  qualquer substituicão de aminoácidos, 
incluindo aqueles que têm a mesma carga, é como mudar a 
forma espacial do polipeptídeo, devido a diferentes interacões 
dos radicais. Assim, estudos eletrofoiéticss tam bem produzem 
variacões na mobilidade que não são explicáveis pela carga, 
mas que são devidos as modificacoes na estrutura secundária 
e terciária da molécula. 

5.2. A forma e o tamanho da proteína 

A forma e o tamanho da molécula são importantes em 
meios como o amido e a acrilamida, porque esses suportes 
têm poros, cujos tamanhos se assemelham às rnolt5culas de 
proteína; então, o tamanho e a forma da molécula de proteina 
irão afetar sua taxa de migracãa, porque o meio funcionará 
como peneira molecular. 
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Figura 2.  RepresentaçBo esquedtica de cadeias poiipepddlcas. indicando as modificações decmentes 
da troca de uma única b8se (A, B, C, D e E) e as inipltcaç&s na carga do pdipepaidea e na 
migração eletrofodíica (Fl. A somatbria da carga das mtUcub d 1) 3; 11) 3; 111) 2: IVI 1 e VI 
3 íCont.1. 
Fonte: Pasteur et ai. {1988) Adaptado. 
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Figura 2. (Cont.) - Representação esquernática de cadeias polipetídicas. 
indicando as modifiações decorrentes da troca de uma única 
base (A, 8, C, D e E) e as implicaç6es na carga do polipeptídeo 
e na migração eletroforética (F1. A somatória da carga das 
moléculas B 1) 3; 111 3; 111) 2; IV) 1 e V) 3. 
Fonte: Pristeur et al. (19881 Adaptado. 

A grande maioria das proteinas solúveis é incolor. Para 
visualização das enzimas, quando a migração eletroforética é 
finalizada, o gel é submetido a uma reação através da adição de um 
corante e um substrato específico, no caso de coloração de enzimas. 
Como resultado da reação, obtdm-se um complexo colorido e insolúvel 
no gel, facilmente visuatizado como bandas coloridas e que denotam 
os pontos de migraeão das proteínas estudadas (Figura 3). 



Figura 3. Gel de poliacrilamida com padrões de esterase em folhas de 
amendoim corada com fast blue RR salt. 1 - CNPA AM 24; 2 - 
F1 (CNPA AM 24 x CNPA AM 80); 3 - CNPA AM 80; 4 - CNPA 
AM 1; 5 - F1 (CNPA AM 1 x CNPA AM 29); 6 - CNPA AM,29; 
7 -CNPAAM 116: 8 - F 1  (CNPAAM 29xCNPAAM 116). 

A deteccão da sua posição no gel após a eletroforese e feita 
por processos histoquímicos (Pasteur et al., 1988). Esses processos 
envolvem a coloracão dos produtos de desnaturação da proteína ou 
de uma substância química, associada a proteína ou à producão de 
um precipitado colorido na posicão da proteína, usando suas 
propriedades catalíticas. A técnica clássica é baseada na produção 
de um precipitado cromogênico no local da atividade enzimática 
(Valejos, 1 983). 

O produto de uma reacão enzirnática pode ser detectado de 
muitas formas, conforme se pode observar a seguir: 



6 . 1  . Detecqão de Proteinas Não-Enzimáticas 

6.1 . 1 .  Proteínas Totais 

As proteínas contêm um grande número de grupos 
nitrogenados que podem ser corados, por coomassie blue ou 
aniline blue (Amido Schwarz) seguindo a liberaqão desses 
grupos pela desnaturacão da proteína em uma sofucão ácida. 
Esta coloraqão não e específica; na prática, ela apenas revela 
as proteínas que existem em grande quantidade nos extratos. 

6.1.2. Coloracão de Substâncias Químicas Associadas as 
Proteínas 

Certas proteínas são associadas a lipideos, carbofdratos 
ou a outras substâncias quimicas que podem ser coradas par 
uma reaqão apropriada: a reagão de Schiff para glicoproteínas 
e a reacão com Sudan black para lipoproteinas, são exemplos 
de métodos tradicionais usados. 

6.2. D e t e c c ã o  d e  Pro te ínas  U s a n d o - s e  s u a s  Funcões 
Enzimáticas 

Muitas proteínas catalizam reacões enzimáticas; quando 
elas são colocadas em contato com seus substratos e com as 
varias substâncias químicas necessárias para sua atividade 
(coenzimas, íons etc .), elas transformam o su bstrato, de acordo 
com a seguinte reacão: 



Substrato Enzima Produto 

Coenzima Coenzima 
mudif icada 

Se um dos componentes da reaqão enzimática apresentar 
cor ou for corado, a posicão para qual a proteína migrou pode ser 
revelada. 

Exemplo de uma reacão enzirnática que origina um produto 
colorido-Hidrolases são capazes de degradar substâncias 
sintéticas, como ésteres p-metil-urnbeliferil (p-UM), pela liberacão 
de seu grupo álcool, que fluoresce sob luz ultravioleta. Este é o 
caso da enzima b-galactosídase (b-GAL) e da esterase, quando 
se usa o produto metil-umbeliferil: 

(fluorescente). 

Exemplo de uma reaqão enzim8tica que origina um produto 
corado-Algumas enzimas hídrolisam os "derivados" a - ou 0-naftii, 
liberando o a ou b-naftoi. Esta substância pode então combinar- 
se com um corante "azo" (Fast gannet GBC, Fast blue RR. etc,) 
para produzir um precipitado colorido. Este é o caso das fosfatases 
(tos) e da maioria das esterases: 

a-naftil fosfato , a-naftol 

a-naftol + corante -, precipitado colorido 



Muitas desidrogenases (DH) catalisam a transferência de 
um átomo de hidrogênio de seus substratos para uma coenzima 
(NAD ou NADPI 

A-H 

1 *-v 
NAD' NADH NADP NADPH 

Com base em uma reacão quimica espontânea que ocorre 
na presenca de fenasina metasulfato (PMS) o átomo de hidrogênio 
pode ser transferido para um sal de tetrazólio, como o nitroblue 
tetrazolium (NBT) ou tiazolil blue (MTT), que produzem um 
precipitado azul insolúvel, denominado formazan. 

7. TIPOS DE ELETROFORESE 

Toda eletroforese envolve um meio suporte (gel) no qual 
as amostras são colocadas; as duas extremidades do gel são 
pos tas  em contato com uma solucão-tampão e com os  
eletrodos (Figura 4).  

De modo geral, para obter a melhor separacão possivel 
de moléculas, o pesquisador deve modificar as seguintes 
condicões experimentais: 

a) a composicão quimica, a concentracão e o formato do gel; 
b) a soluqão contida nos poros do gel dentro dos quais a 

molécula estudada irá migrar (tampão); 
C )  a composicão e concentracão da solucão usada na extracão. 



Os g6is podem ter as seguintes formas: 

- Lâminas de variadas espessuras e dimensões (comprimento 
e largura); 
- géis tubulares (rod gbis); 
- outras formas. 

Vários meios suporte podem ser ut i l izados para 
conducão da técnica em que alguns apresentam diferencas 
quanto a resolucão da enzima, praticidade e custo operacional. 
0 s  mais utilizados são os géis de amido e poliacrilamida, a 
respeito dos quais será feito um breve comentário. 

Figura 4. Sistema de eletroforese horizontal mostrando o contato entre o 
gel, o eletrodo e a solução-tampão, com uso de um tecido. 



Na maioria dos métodos de eletroforese de isoenzimas, 
a estrutura do gel é homogênea; ela consiste de um meio inerte, 
cujos poros são de tamanho constante, onde a fricqão entre 
as paredes dos poros e as mol6culas estudadas é constante 
durante a migraqão. O gel deve ser escolhido de forma que a 
friccão seja mínima, ou mesmo não exista; neste caço, as 
moléculas estudadas são separadas com base em suas cargas 
e este é o método mais usado em estudos genéticos. Há casos 
contudo, em que o gel deve ser escolhido de forma que a 
f r iccão seja muito grande; nesses casos, as moléculas 
estudadas são separadas, principalmente ou totalmente, com 

'base no seu tamanho, pelo efei to de peneiramento molecular. 
Seguindo-se es te  pr incípio,  géis de acr i lamida em 

gradiente de concentracão podem ser preparados de forma 
que o tamanho dos poros diminua de uma extremidade a outra 
do gel. As amostras são colocadas na  extremidade onde os 
poros são  maiores; durante a eletroforese as proteínas se 
ordenam de acordo com seu peso molecular, parando de migrar 
quando elas não conseguem mais passar pelos poros, caso 
em que o gel funciona coma um jogo de peneiras, de malhas 
variadas. 

As solucões-tampão são: a) usadas na formacão do gel, 
e f icam nos poros do gel, após a polirnerizacão do meio suporte; 
b) uma ou duas solucões-tampão do eletrodo ficam no cátodo 
e no ânodo das cubas. 

O sistema de eletroforese pode ser vertical ou horizontal, 
em relacão 2 posicão do gel na cuba durante a corrida; contínuo 
(quando o tampão do gel e do eletrodo são iguais) ou 
descont ínuo (quando o tampão do gel e do  eletrodo são 
diferentes). Nos sistemas descontínuos, onde a concentracão 
das substâncias e di ferente no tampão do ge3 e do eletrodo, a 
maior concentracão deve es tar  no tampão d o  e le t rodo.  
Qualquer que seja o sistema-tampão usado, a difusão do ion 
da baixa para alta concentracão ocorre quando o gel é 
calocado em conta to  com a solucão dos eletrodos e quando a 



fonte B ligada, esta difusáo fica associada à migração de 4nions 
na direção do cAtodo e de cátions. na direcáo do ânodo. 

Existem outras  t9cn icas  de  e le t roforese,  como 
eletroforese bi-dirnensional, e mdtodos associados a técnicas 
bioquímicas ou imunoldgicas, além do rnhtodo conhecido como 
focalização isoelétrica, mas estes métodos são pouco usados 
em genética de plantas (para mais detalhes consultar Alfenas 
et a] . ,  1998). 

8. EXTRACÃO DE PROTE~NA PARA ELETROFORESE 

8. I. Tipos de Tecido Usado 
Em plantas, pode-se empregar folhas, raizes, ramos, 

pdlen, meristema, sementes, endosperma, embrião ou outros 
tecidos para os estudos. Esses tecidos podem ser extraídos 
em diversos estádios de desenvolvimento e de microculturas. 

A escolha do tecido depende dos objetivos do estudo, 
das facilidades de obtenção, de armazenamento e de extração 
a fim de se obterem amostras com atividade enzirnática 
satisfatória (Alfenas et al., 1991 1. Observa-se, na literatura, 
que dois tipos de tecido são mais usados: sementes e tecidos 
vegetativos; considera-se tecidos vegetativos todos os tecidos 
que representam diretamente o genotipo individual, coletado 
das plantas. De modo geral, sementes são mais usadas para 
estudos de variacão genética. A utilização das sementes e de 
tecidos vegetativos, tem suas vantagens e desvantagens, que 
se pode observar a seguir, de acordo com Cheliak & Pitel 
( 1  984). 



Vantagens do uso de sementes: 

1 )As condicões de armazenarnento são bem conhecidas para 
a maioria das espécies; 

2)pequenos espaços são suficientes para armazenar um grande 
número de genótipos; 

3)as condicões ótimas de armazenamento são facilmente 
satisfeitas; 

4)os tecidos são relativamente "limpos" (livres de taninos, 
fenóis, etc). 

Desvantagens do uso de sementes: 
1 ) A  sazonal idade das sementes, principalmente a s  

recalcitrantes restringe o tamanho e o tipo de amostra a 
ser coletada, porque elas não ficam disponíveis o ano inteiro; 

2)o baixo poder gerrninativo elou tratamentos especiais para 
quebra de dormência, impõem limitaçoes de amostragern e 
recursos para certas espécies; 

3 )apenas  indivíduos sexualmente maduros podem ser 
amostrados. 

Vantagens do uso de tecidos vegetativos: 
1 )O genótipo dipl6ide é expresso diretamente tanto em 

angiospermas como em gimnospermas; 
2)as plantas podem ser amostradas em qualquer estádio de 

desenvolvimento da plântula, até a maturidade; 
3 ) a  maioria dos tecidos e disponível durante quase todas as 

estações do ano e a amostragem pode incluir tantos 
individuos na populacão quantos forem necessários. 



Desvantagens do uso de tecidos vegetativos: 

1)CondicÕes de armazenamento a longo prazo são desco- 
nhecidas para a maioria das especies; 

2 ) o  espaco de  armatenamento é relativamente maior, se 
comparado com amostras de genbtipos das sementes; 

310 arrnazenamenta requer condicões especializadas; em geral. 
freezer ultra-frio ou nitrogênio líquido; 

4)esses tecidos são, geralmente, ricos em fenóis e quinonas, 
que dificultam o sucesso dos ensaios; 

5)a  heranca e a ligacão têm que ser confirmadas por teste de 
progênie. 

8.2. Tipos de Material Vegetativo 

8.2.1. Gemas 

Muito Cteis em áreas de clima temperado onde as gemas 
estão disponíveis na candicão de dormência, por 6-8 meses 
do ano. Neste caso, é fácil padronizar a posicão da amostra e 
o tipo de gema (reprodutiva ou vegetativa); Cheliak & Pitel 
( 1  884) preferem este tecido a qualquer outro  material  
vegetativo porque eles não são ricos em fenóis, rnetabditos 
secundários desnaturantes, corno a maioria d o s  tecidos 
vegetativos. As condicões de armazenamento fornecidas por 
um freezer comum são suficientes para guardá-las por pelo 
menos 1 ano; é muito usado em espécies decíduas e em 
coníferas. A mecanizacão do processo de homogeneização é 
bem definida, de forma que 10-50mg de tecido são suficientes 
para fornecer homogenatos crus para 4 ou 5 wicks. 



8.2.2. Folhas Maduras 

a)Angiospermas - O armazenamento de folhas maduras a longo 
prazo pode vir a ser um problema. Recomenda-se o uso do tecido 
o mais fresco possível, no máximo uma semana após a coleta. 
Não se consegue guardar no freezer este tecido e manter sua 
atividade enzimática, mesmo quando são congelados com 
nitrogênio líquido antes de serem levados ao freezer. Recomenda- 
se deixar as folhas em geladeira (2-4%), com umidade relativa 
maior que 80% e processá-las durante a semana. Se o 
armazenamento for necessário, o tecido deve ser previamente 
homogeneizado com um tampão e congelado imediatamente ou 
após a centrifugaqão. No laboratório da Embrapa Algodão 
costuma-se guardar as amostras em wicks. Alguns laboratórios 
guardam as amostras centrifugadas, principalmente para 
utilizacão em gel de poliacrilamida. A mecanizacão é possível 
se acompanhada de alguns preparos adicionais, para evitar 
aquecimento na trituraqão. 

b)Gimnospermas - folhas de gimnospermas, podem ser arma- 
zenadas da mesma forma que as gemas. 

8.2.3. Raiz, Casca e Câmbio 

Pontas de raiz em crescimento, especialmente de plantas 
jovens, são fontes de tecido das quais as enzimas podem ser 
extraídas facilmente; a mecanizacão é possível. o tecido é 
relativamente limpo (sem fenóis); de 5 a 30mg de tecido fresco 
com 0,1 a 0,5 ml de tampão são suficientes para 3 a 5 wicks. 
Quando e necessário usar casca e tecido cambial, a mecanizacão 
não é possível; o número de enzimas obtidas da casca é menor 
que das gemas e folhas; e então, recomenda-se o uso desses 
materiais apenas quando não se tem outro tecido alternativo. As 
amostras de cascas podem ser armazenadas em sacos plásticos 



a -20°C até o uso. 200mg são suficientes para 3 a 5 wicks e 
0 ,5  ml de solução de extração. 

Extrair enzimas de tecidos vegetativos e mante-Ias com 
boa atividade e resolução requer uma s6rie de cuidados, devido 
à presença de fenóis, quinonas e outras componentes. Essas 
substâncias podem inibir ou precipitar enzirnas, Portanto, n i o  
se deve esperar que em espécies ricas nesses compostos um 
único tampão de extracão seja bom para todas as enzimas e 
tecidos estudados (Cheliak & Pitel 1 984). 

De modo geral, uma quantidade rnAxima de solução de 
extracão deve ser adicionada a um mínimo de tecido e isto 
previne a desnaturaçáo das enzimas extraídas por metabolitos 
secundários presentes no tecido (Cheliak & Pitel 1984). 

A composicão da soluç8o tampão de extração 6 também 
uma caracterlstica a ser observada na presenca de fenóis, 
porque existem grandes diferencas na concentracão de 
proteínas entre tecidos equivalentes de duas espécies; 
determinada espécie pode ter mais celulose nas folhas, por 
exemplo. 

Em geral, os tecidos usados são homogeneizados, 
objetivando-se a ruptura das células e a extração das enzimas, 
em uma solucão-tampão. É importante manter o homogenato 
gelado durante o processo de extracão (em torno de 4OCI 
porque muitas proteínas podem ser desnaturadas pelo 
aquecimento sem, contudo, serem afetadas pelo frio (Cheliak 
& Pitel, 1984). 

9.1 . A trituração 

É o método mais usado, podendo ser feita tanto manual 
como mecanicamente. A trituracão manual é fei ta em 
almofariz, com pistilo de porcelana (Figura 5 ) .  



Para garantir a atividade enzimática, o almofariz e o pistilo 
são previamente resfriados e durante o processo de trituracão 
o conjunto e mantido sobre uma barra de gelo. 

Quando o tecido usado é a semente ou pólen, convem 
deixá-los em carnara úmida ou irnersos em água por pelo menos 
24 horas e, em seguida, retirar o tegumento (no caso de 
semente) e triturar o tecido restante, juntamente com o tampão 
até se obter um homogenato. Quando é necessária irnersão, o 
tempo deve ser ajustado para cada espécie e tecido usado. 

9.2. A Prensagem 

Tem sido usada no laboratório da Embrapa Algodão e em 
outros, para extracão de enzimas de tecidos suculentos, como 
o palmito da pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.) (comunicacão 
pessoal do dr. Charles Roland Clement, pesquisador do Instituto 
Nacional de Pesquisa da Amazônia - INPA e a base da folha 
de sisal. Este processo é bastante simples e rápido; usa-se 
uma pequena prensa (espremedor de alho ou limão) para extrair 
o suco da folha de sisal,  que cai direto dentro da solucão- 
tampão e é imediatamente congelado, quer na  forma líquida, 
quer em t iras de papel cromatográfico (Wicks). 

Tanto na trituracão quanto na prensagem, o homogenato 
obtido ou extrato deve ser absorvido por pequenos pedaqos 
d e  papel  c romatográf ico ou levado aos tubos, para ser 
centrifugado. Neste caso, o sobrenadante é a porcão usada 
diretamente nas cavidades ou embebidas em tiras de papel 
cromatográfico. Para uso em vários geis, convém subdividir o 
sobrenadante em alíquotas para evitar o descongelamento de 
toda a amostra, quando estiver sendo utilizada. 



. . . - -- . . - . -. . 

Figura 5 .  Extracão de proteínas para eletrofarese. a) tecido cortado em 
pequenos pedaços 6 colocado em alrnofariz previamente 
resfriado; b) com ajuda do pistilo, a amostra é triturada na 
presenca de uma soluciio; c) sobre o extrato são colocadas 
folhas de papel de filtro e, sobre estas, tiras de papel 
cromatográfico, para absorcão; d) as amostras são transferidas 
$ara recipientes, onde serão armazenadas. 

A maioria dos laboratórios conserva suas amostras em 
tubos eppendorfs. N a  Embrapa Algodão uti l izam-se pequenos 
sacos plásticos, confeccionados para este fim, c o m  o auxílio 
de uma.máquina seladora. Um pedago  de plástico de 1 Ocm de 
largura e 2 0 c m  de compr imen to  é dobrado ao  me io  e 
subdividido em 10 cavidades d e  2cm cada uma, onde são 
guardados os Wicks; após etiquetadas, as amostras são 



organizadas em um classificador o qual é guardado em um 
freezer comum. 

10. PREPARO DE SOLUCÓES PARA ELETROFORESE 

10.1. Importância 

V á r i o s  f a t o r e s  s ã o  r e s p o n s á v e i s  p o r  uma  
reprodutibilidade melhor das análises de eletroforese; dentre 
eles, talvez o mais importante seja o preparo de solucões, 
porque dele dependem os demais processos, como extracão 
das proteínas, eletroforese e revelacão das enzimas. Como a 
forca iônica e o pt l  das solucões influenciam bastante na 
reso lucão  e na  a t iv idade  e n z i m á t i c a  e, p o r t a n t o ,  d e  
fundamental importância a precisão no preparo das solucões. 
O uso de  reagentes de marcas credenciadas e idôneas e 
também necessirio para o sucesso dos ensaios, visto que a 
pureza afeta os resultados. 

10.2. Cuidados no Preparo das Soluqões 

Efetuar com precisão, em balanca analítica, a pesagem dos 
reagentes; 
observar, ao pipetar líquidos, o volume correto; para os 
translúcidos, o rnenisco deve ficar acima da graduacão 
desejada; para os opacos, este deve ficar abaixo; 
não pipetar as substâncias; usar sempre pipetadores 
automáticos,  ou mecânicos; 
ao se preparar uma soluqão, a concentracão desejada deve 
conter soluto + solvente = volume final; logo, não aferir 
antes de colocar todo o soluto; 
verificar se os resultados estão transformados para catculos 
de diluição. Ao diluir uma solucáo 5 vezes, por exemplo, 
isto significa que a 1 volume da solução original serão 
acrescidos 4 volumes do solvente de diluiqão, ou seja, a 



proporqão é 1 :5; 
não inserir espátula e/ou colher medida, bast6es etc. nos 
reagentes, nem pipetas dentro das solucóes; habitue-se a 
manipulá-los a p ó s  colocar quantidades suficientes em 
recipiente adequado; 
nunca testar um reagente pelo odor nem sabor, porque 
praticamente todos são tóxicos. variando apenas o grau 
de toxicidãde, que pode ser verificado no r6tulrr da reagente; 
a vidraria deve ser muito bem lavada, para não haver 
contaminação na análise; 
ao diluir ácidos, ter o cuidado de verter o ácido na água e 
não o contrario, para evitar explosão; 
usar máscara, luvas e bculos de seguranca ao manipular 
substancias tbxicas, volateis, mesmo utilizando a capela; 
acondicionar o lixo quirnico em recipientes adequados, 
devidamente identificados; 
diversas subst3ncias não podem ser despejadas nas pias, 
tais como fenol-clorofórmio, tris-borato, rnetanol e ácido 
achtico; 
os rejeitos sólidos (poliacrilamida e contaminados) devem 
ser colocados em recipiente pr6prio; 
fragmentos de vidro devem ser descartados em recipientes 
específicos; 
agulhas, lâminas e similares não devem ser descartadas 
em cestas de lixo; deposite-os em caixas específicas; 
limpar sua bancada individual de trabalho, antes e ao final 
do expediente, devolvendo os materiais utilizados aos locais 
apropriados e o lixo qulmico nos recipientes adequados; 
trabalhar sempre com calma, nunca quando agitado, pois 
evitará acidentes e erros experimentais; 
p lanejar  t u d o  com a n t e c e d ê n c i a ,  ver i f icando a 
disponibilidade de equipamentos, reagentes, suprimentos 
e vidrarias. 



10.3. Concentracão de Soluções 

1 0.3. '6 . Conceitos Básicos 

Para se preparar solucões, alguns conceitos básicos devem 
ser levados em consideraqão, bem como a formulacão e expressão 
de resultados. Paralelamente, alguns exerclcios também serão 
feitos, enfocando situaçoes de rotina no laboratório. 

* Solução - é um sistema unidásico, formado por um disperso 
chamado soluto e um dispersante denominado solvente. 

* Concentracão das solucões - é a proporcão entre o soluto e o 
solvente de uma solucão, que pode ser expressa em várias 
unidades; o símbolo usado para a concentracão é [ I, a seguir 
pode-se verificar as mais utilizadas: 

10.3.2. Unidades de Concentracão (C) 

a)Grarna por litro, é a massa do ssluto por volume de solucão. 

C(g/.t) = massa do soluto ( g ) l  C de solução 

Ex.: Qual a concentracão da solucáo de NaOH em gl! contendo 
409 dessa substância em 500 rnl de água destilada ou 
desionizada? 



b)Porcentagern em peso por volume ou, simplesmente, 
porcentagem em volume, é a massa do soluto em 100 ml de 
solucão. 

C (% plv) = massa do soluto (g)/100 ml de 
solucão 

Ex.: Qual a concentração e m  porcentagem (plvl de uma solução 
aquosa, contendo 80gIP? 

1 P  de solu~áo ou 1000 ml + 809 do soluto 
100ml + C 

:. C = 8 % (plv) ou 8 % 

c)Porcentagem em peso por peso ou, percentagem em peso, é a 
massa do soluto em 1009 de solução. 

C(% plp) = massa do soluto (g)1100g de Solucão 

Ex.: Qual a concentração em porcentagem (pSp) de uma solução 
aquosa, contendo 40g/0,4 kg? 

0,4kg d e  solução ou 4009 -+ 409 do soluto 

1009 -, C 
:. c = 10% (plp) 



d)Partes por milhão (pprn), é a massa d o  soluto em 106g  de 
soluqão. 

C (ppm) = massa do soluto (g) / l  milhão de g de 
solucão 

Obs: Para solu~ões com densidade1 igual a 1 ,  pode-se utilizar mg ou 
glml em vez de pprn. 

Ex.: Qual a concentracão da soluqão em ppm, quando se dissolve 
2mg de uma substancia em 10 ! de agua destilada? 

10Q + 2 mg 
1 C  + C :. C = 0,2 m g l t o u  ppm 

e )  Molaridade (M), é o número de moles do soluto In) por litro de 
solu~ão* 

No moles do soluto (n) 

Volume de solução (1) 

como n- é o no de moles do soluto 

rn - é a massa em ( g )  do soluto 

PM - 6 o peso molecular do soluto 

L 
Substituindo em M tem-se: 

'Densidade da soluqão (d) B a relação entre a massa Iml e o volume ( V )  de 
Pn 

uma solucão ou seja d = - 
v 



Substituindo em M tem-se: 

Uma solucãé 1 molar (M) corresponde ao pese rnolecular do soiuto 
por litro de solução e isto constitui regra prática para o cálculo de 
coliucões molares (Alfenas et ai., 1 99 1 ). 

Ex.: Preparar 500ml de uma solução aquosa a 0.1 M a partir de um 
soluta, cujo peso molecular é 409 

1 molar (M) + 40g/& 

0.1 M + 4g1t ou 291500 ml 

Qual a molaridade de 21 de uma solução aquosa d e  H,SO, (PM = 98g) 
contendo 4,9g do ácido? 

f)Norrnalidade (N) ou normal, é o número de equivalente-grama do 
soluto (E) por litro 11) de solucão. 

No eq. g do soluto (E) 
Vol. de solução (e) 



O número de equivalente gramas do saluto (E) - é a massa (m) em 
grama do soluto dividido pelo seu peso equivalente ( ~ € 1 .  

Substituindo E em N tem-se: 

Ex: Qual a normalidade de uma solução de HCI (PM = 36,5g) 
contendo 1209 do ácido em 3& de solucão? 

Peso equivalente (pE),  é o peso equivalente do soluto, que 
corresponde ao seu peso molecular (PM) dividido pela sua 
valência (v ) .  

- O peso equivalente de uma base, é o seu peso rnolecular 
dividido pela número de hidroxilas ionizáveis da molécula 
(OU valência) 

Ex.: Ca(0I- i )~ 



- O peso equivalente de um ácido, 6 o seu pelo molecular 
dividido pelo número de hidrogênios ionizáveis da rnol6cula 
(ou vaI$ncia) 

- O peso equivalente de um sal - é o seu peso molecular dividido 
pelo número total de eletrovalências positivas ou negativas. 

I%.: k2 S2 03 + 2 k* + S2 C)3- NaCI + Na" + C1- 

- O peso equivalente de um sal ácido, é o seu peso molecular 
dividido pelo niimero de hidrogênios ionizáveis por rnol6cula 
do sal. 

Ex.: Na HC03 + Na OH + Na2 C03 + H20 

Peso Equivalente = - -"I 
PM 

Peso Equivalente = - 
2 



Quando uma solucão e diluída, seu volume é aumentado e 
a concentracão consequentemente diminuída, porém a 
quantidade total do soluto permanece constante. Duas solucões 
de concentrações diferentes, mas com a mesma quantidade 
de solwto devem estar relacionadas. Logo, para se fazer  
diluicões, usa-se a seguinte relaqiio 

onde: 

ViCi - Volume e concentracão iniciais 
V,C, - Volume e concentracão finais 

10.5.  Tabela de Transformacões mais Importantes 

De Para Relaqão 

9 % (plv) O,1 x gl! ou g/! I10 
% ( P J v )  g / t  I0 x % (p lv )  
q/O (P/&)) % (plv) d x % (pJp1 
% Ivlv) % (pJp) % Cplvld 

PPm % ppm/104 
% P P ~  % x 104 

Exercícios de Transformacões 

I .  Transformar gl! em % (plv) 

c = 1 OOg/& 

1000ml da Soluqão + 1009 do Soluto. 



logo a relaqão é: 

2. Transf orrnar % Ip/v) em gf 

C = 10g/100rnl 

100ml da Solucão + 10g do Soluto 

1000ml da Solucão -) x 

logo, a relacão é: 

3. Transformar % (p/p) em % (ph)  onde 

logo a relacão é: 

4. Transformar % (plv) em % ~(pJp) 

logo a relaqão é: 



5. Transformação de Normalidade (N) para Molaridade (M) e vice- 
versa: 

A Normalidade B sempre maior ou igual a Molaridade; e igual B 
Molaridade quando a valência do soluto é igual a 1. Logo: 

M = na de moles do solutoll de solução e 
N = no de equivalentes do solutol! de solução 

A massa de ambas pode ser calculada como: 

M + m l  = P M x V x M  
N + m 2  = p E x V x N  

Igualando-se as duas massas, tem-se: 

P M x V x M  = p E x V x N  mas 

Substituindo-se o pE, tem-se: 

PM 
P M x V x M  = - x V x N  

v 

Eliminando-se os termos comuns, tem-se: 

. . I N = Mv I onde V é a valhcia do soluto 



Uma solução de H,PO, a 1,5N corresponde a 0,5M, porque 

Exemplos: 

H, PO, 0.5 M -+ 1.5 N (v = 3) 

Hí S04 1 M + 2 N ( v  = 2) 
H C1 1M I, 1N {v  = 1) 

KMnO, quando Mn+7 -+ Mn + ?  [Av = 5) 

KMn O, 

10.5. Soluções-Tampão 

10.5.1. Importância 

Como a forca iônica e o pH das  soluções afetam a 
resolucão e a atividade enzimática, então é de fundamental 
importância o controle e fe t ivo  do p H  no  momento da 
preparação das  solueões tampão para que se obtenha o 
sucesso esperado nas análises eletroforéticas. 

Para se definir uma solucão-tampão ou sistema-tampão e 
compreender suas propriedades, é necessdrio recorrer a 
definicão de Bronsted para ácidos e bases; portanto, ácidos 
são subst8ncias capazes de doar prótons e bases são aquelas 
capazes de  recebê-los (Marzzoco & Torres, 1990). Exemplos 
de produtos classificados como Acidos, segundo essa 
definiqão: HCI, H,SO,, CH,COOH, NH,+ e CH,NH,+ porque 
podem dissociar-se liberando prótons, da seguinte forma: 



HCI + CI- + H+ 
H, ÇO, + HS0,- + H+ 
CH, COOH -+ CH, COO- + H+ 
NH,+ + NH, + H+ 
CH, NH,+ + CH, NH, + H+ 

Generalizando-se a equacão de dissociacão de um ácido, tem- 
se: 

Os íons (C!- ,  HSO; etc.) ou as moléculas (NH,, CH,NH,) 
resultantes da dissociaçáo denominam-se base conjugada da 
Acido, uma vez que pode receber um próton, convertendo-se 
novamente ao respectivo 6cido. 

- Ácidos fortes, são os que se dissociam totalmente quando 
em solucães diluídas. 

ex: ácido clorídrico, ácido sulfúrico 

- Acidos fracos, são os que se ionizam muito pouco. 
ex: ácido fosfónico, ácido acétiço, 5cido glutárics, tartárico 

- Bases fracas, quase não se dissociam. 
ex: piridina, t r is  (hidroximetil arninometano), ambnia 

- Bases fortes, ionizam-se facilmente. 
ex: hidróxido de sódio 



10.5.2. Definição 

Soluções-tampão - são aquelas onde a concentração de 
H + representada por [H+]  e o pH não se alteram de maneira 
apreciável ,  ou  quase não se a l teram quando se Ihes 
acrescentam pequenas quantidades de gcidos ou de bases, 
logo, são ditas tamponadas e se apresentam com este 
comportamento quando contêm quantidades apreciáveis de 
5cido fraco e base fraca. Quando a elas se acrescenta uma 
pequena quantidade de acido forte, quase todo H+ adicionado 
se combina com a quantidade equivalente de base fraca, 
formando o respectivo ácido conjugado. Por isso, o [H+] e o 
pH permanecem quase inalterados; por outro lado, quando se 
adiciona uma pequena quantidade de base forte, quase todo 
O H  acrescentado se combina com a quantidade equivalente 
do ácido fraco da solucão para formar a respectiva base 
conjugada. TarnbBm neste caso o [H+]  e o pH permanecem 
praticamente inalterados (Schaum & Rosemberg, 1975). 

10.5.3.  Fatores que afetam a eficiência do tampão 

Dois fatores, segundo Conn & Stumpf ( 1  990) determinam 
a eficiência ou a capacidade tamponante da solugão: um deles 
é a concentracão molar dos componentes do tampão; o 
segundo fator é a retacão entre a concentracão da base 
conjugada e o Bcido fraco. A capacidade tamponante 6 
diretamente proporcional i concentração dos componentes do 
sistema. 

Altas concentraqões de  sais frequentemente inibem a 
atividade de enzimas e outros sistemas fisiol6gicos (Conn & 
Stumpf, 1990). 

A magnitude da dissociação dos prótons pode ser descrita 
por uma constante de ionizacão ( K  íon) que para um ácido é 
representado por Ka e para urna base é Kb. 



Por exemplo, do ácido fosfórico (H,PO,) podem ser obtidos 
3 prótons na ionizacão completa de uma molécula desse ácido. 

logo: Í 
+ 1°) H , P O , t  H+ + H,PO; 

2') H,PO, # H+ + HPO,' 

37 HPO, H + + P O y  

Ka, = 7.5 x 105 

3 pKa, = 2,12 

Ka, = 6.23 x 103 

pKa, = 7,21 

Ka, = 4.8 x 1 O-= 

3 pKa, = 12,32 

Isto significa que a um pH de 2,12, a primeira ionizacão do 
H,PO, é de 50%; todavia, para a terceira também de 50%, o pH 
será de 12,32. Para o Acido fosfórico as duas formas iônicas 
predominantes são H,PO,- e HPO,=. 

Lembrar-se de que: a concentração de H+ no H,SO, 0.1 N e 
CH,COOH 0,1 N não é a mesma; entretanto, um litro de cada uma 
dessas soluçóes contém a mesma quantidade de &ido titulável. 

10.7. Determinacão de pKa. 

A capacidade de ionizacão 6 importante propriedade de muitos 
componentes biológicos. Acidos orgânicos, aminoácidos, proteínas 
etc, são exemplos de compostos bioquímicas que se ionizam em 
graus variáveis em sistemas biológicos (Conn & Stumpf, 1990). 

O pKa pode ser determinado no laboratório medindo-se 
experimentalmente a curva de titula~áo com um pH metro. O pKa é 
o ponto de inflexão da curva de titulação. 

Por def inicão tem-se que: 

logo: 

- a força do ácido expressa-se pelo 



- a forca da base expressa-se pelo 

Exemplos: 1 )Qual o pKa de um ácido, cuja constante de 
ionizacão é 1 O-4? 

pKa = - log Ka 
pKa = - log 1 O-4 
pKa = 4 

2)Calcular o pKa de uma solucão, cujo Ka é 1,8 x 1 

Ka = 1,8 x 10-5 

pKa = - logKa 

pKa = - log (1,8 x lD5) 
pKa = - log 1,8 + 5 
pKa = - 0,26 + 5 = 4,74 

Valores de pKa são tabelados e podem ser encontrados em vários 
livros, como p.ex. em Alfenas et al. (1  991 1. 

1 0.8. Cálculo de pH 

Por definicão pH é o logaritmo negativo da concentraqão 
d o  íon hidrogên io  e pOH é o l o g a r i t m o  n e g a t i v o  d a  
concentracão do íon hidroxila, 

logo: 

Exemplos: 

1 )Determinar o pH de uma soluqão 0 , O l  M de HCI. 



2)Determinar o pOH e o pH de uma solução 0,001 M de NaOH. 
pOH = - l0g[10-~] = 3,0 pH + pOH = 14 .'. pH = 14 - 3 = I 1  

Ácidos e bases fortes estão dissociados totalmente em solução 
aquosa; entretanto, ácidos e bases fracas se ionizam parcialmente 
em soluqão; logo: 

HA + H+ + A- 
BOH + OH- + B +  

O valor da concentração de [H+] e dado através da equacão 1. 
logo: 

[H'] = ks e aplicand~-se o logorif mo negativo nos dois 

membros da equacão, tem-se: 

- 109 [H'] = (-10s Ka) + (- log H ) 
Por definicão, tem-se que: 

pH = pKa + log 
[ H A ~  

Esta é a equaqão de 
Henderson-Hasselbach 



O mesmo processo pode ser aplicado para a equação 2, 
obtendo-se: 

pOH = pKb + log 

-~ 

Para casos específicos aplicam-se as equações @e @ obtendo-se 
outras equações 

- Acido fraco dissociado em solução aquosa: 

- 8ase fraca dissociada em solucão aquosa: 

- Sal de ácido fraco e base conjugada forte: 

- Sal de &ido fraco e base conjugada fraca: 



Regra prática para o preparo de solucão-tampão (Alfenas et al., 1 99 1 ) . 
Há uma regra pr8tica para o cálculo de solu~ões-tampão, a 

qual B feita atravks de titulação. Por exemplo, para se preparar 1 de 
solução-tampão de fosfato de sódio O , l M ,  pH 7,0, preparam-se, 
inicialmente, 500 ml de fosfato de sódio bibhsico (0,05M) e titula-se 
com uma solução de fosfato monob8sico (0,OSM) at6 pH 7,O e, 
finalmente, afere-se o volume para 1 1  com água destilada ou 
desionizada . 

As solucões Tris-HCI, Tris-Glicina e outras utilizadas na 
extração de proteínas, eletroforese e revelapão de enzirnas, são 
consideradas soluqões-tampão, pelo fato de resistirem a variações 
de pH, embora não sejam formuladas por um ácido fraco ou base 
fraca e seus respectivos sais. Por exemplo, para se preparar Tris-HCI, 
deve-se proceder da seguinte forma: pesar a base (Tris) na 
concentracão desejada e dissolvê-la com uma poqão de água, cerca 
da metade do volume final, homogeneizar bem, titular para o ptl 
indicado com o HCI diluído e completar para o volume final com H,O 
destilada ou desionizada (Alfenas et al., 1 99 1 ). 

1 )Calcular o pH do tampão fosfato preparado pela mistura de 0,05 
moles de K,HPO, e moles de KH,PO, em 1 litro de solução. 
O pKa, do ácido fosfórico 6 6,8 (Alfenas et al., 1 99 1 ) . 

Cálculo do pH 



pH = pKa + log [&[I 
[ Acicto] 

pH = 6,8 + log [ . i  
wa 

2)Quantos gramas, de NaH,PO, (PM= 138,01) e Na,HPO, 
(PM = 141,98) são necessários para se obter 1 de uma 
solução-tampão com pH 7 , O  (pKa = 6,86) e concentração 
total de fosfato de 0,l  M (Alfenas et al., 1991 1. 

Se pH = 7 ,O  e pKa = 6,86 e aplicando-se a equaçao de 
Henderson-Hasselbõch: 

7,O = 6,86 + log 

[sal] pH = pKa + log 
[ ~ c i d o ]  

Substituindo-se os valores 

dados tem-se: 



Mas como: 

[H,PO;]+ [ f f p o ; ]  = 0, l  .*. [HPo;]= O , 1  - [ H , P O ; ]  

Igualando-se as equaqõesa e atem-se que: 

Como a concentracão molar é dada pela fórmula: 

?H 
M = :. m = ÇM] . PM . V 

PM ,V 

Então a massa do [H,PO ;I é: 

Substituindo em@ a [H,PO ;I, tem-se que: 

HPO I= 0, í - 0,042 = 0,058 M 

Para se calcular a massa do [HPO;]: 

m [ H ~ P O  i] = [HPO ;I . PM V 

r n [ ~ , p ~ ; ]  = 0,058 . 141.98 . 1 . :. 



Observacões importantes e algumas peculiaridades para 
obtenção do sucesso da thcnica, serão feitas a seguir. 

A observ3ncia de normas de segurança e d e  
gerenciamento 6 de grande importancia, devendo ser levadas 
em consideração e afixada no laboratório para a organizacão 
e eficiência na conducãu dos trabalhos. 

A segurança, tanto individual quanto coletiva, inicia-se 
com a prevenção de acidentes até os mínimos detalhes de 
conhecimento a respeito da toxicidade das substancias, seus 
efeitos, interações, etc. 

1 1 .l. Cuidados Gerais 
- Como em todo laboratdrio, no de eletroforese o fluxo de 

pessoas deve ser terminantemente reduzido. O uso de .  
jaleco, máscara e luvas deve ser constante, principalmente 
porque grande parte das drogas utilizadas possui efeitos 
neurotóxicos, cancerígenos, mutagênicos, e o contato deve 
ser cuidadosamente evitado; 

- Diariamente, o laboratório deve ser limpo, principalmente 
de poeira; os balcões, antes de qualquer operacão, devem 
ser limpos com dlcool; as vidrarias, em especial as pipetas, 
não devem conter qualquer resíduo ou impureza.  
Considerando-se que se opera com part lculas 
microscbpicas, qualquer descuido com a assepsia irá 
influenciar na resolução dos zirnograrnas, mascarando os 
resultados; 

- As drogas utilizadas em eletroforese devem ser obtidas a 
partir de marcas credenciadas no mercado; sua pureza 
influencia consideravelmente a resoluqão dos sistemas. Os 
substratos e os corantes devem ser armazenados em 
freezers e em frascos escuros, visando aumentar sua 



durabilidade. Em caso de dúvida quanto à armazenagem, 
o operador deve seguir rigorosamente as indicacões 
contidas no r6tulo das embalagens, ou nos catálogos dos 
fabricantes; 

- Os frascos de todas as solucões preparadas devem conter 
etiquetas com a identificacão da solucãa, a fórmula, a data 
do preparo e a rubrica de quem a preparou; 

- Os equipamentos de laboratario devem ser utilizados 
corretamente. Antes do uso, verificar os procedimentos 
necessários, como fonte de energia, calibracão dos 
mesmos (potenciômetro, balanca, etc) e temperatura da 
ref rigeradoi. 

- O caderno de laboratório e de grande importância e deve 
estar sempre atualizado. Nele devem conter roteiros 
padronizados de cada experimento, acompanhamento e 
avaliacão dos resultados. Formulários próprios podem ser 
utilizados com todas as informacões que se fizerem 
necessárias a cada experimento. O modelo usado no 
haboratólrio de Apoio Multidisçiplinar - LAM, da Embrapa 
Algodão, é apresentado na Figura 6, 

Como forma de praticidade são organizadas fichas 
catalográfiças de protocolo (receitas) e os procedimentos 
necessários para confeccionar as solucões padronizadas. 



Laboratório de eldroforese de isoenzim%s 
ResuMado de ensaio 

Experimento: - data I ! 
Espécies envolvidas: 
Sistema: --- 
Meio suporte: ConcentragSci: a) --- 

h 1 --- 
Tampo de cozimanto: -- 
Tempo com wicks: -- - - 
Hora inicial: Hora ap6s wicks: - Hora final: - 
Voltagem inicial: -- Voltagem apds wiéks: Voltagem final: - 
Corrente inicial: Corrente apus wicks: -- Corrente final: -- 
Migraqla: 

Mapa do gel Enzima: 

1 ) ................... 7 )  ................... 13) ................. 191 .............. 
2 )  ................... 81 ................... 141 ................. 20) .............. 
3) ................... 91 ................... 161 ................. 211 .............. 
41 ................... 101 ................. 161 ................. 221 .............. 
6 1 ................... 11) ................. 171 ................. 23) .............. 
61 ................... 12) ................. 181 ................. 241 ............. 

Resultado. e absepvaç6és - 

-- - -- -- 
- 

------A-- 

;igura 6. Modelo de formulário de laboratório utilizado para catalogar 
experimentos e géis. Apõs secados pelo método do bastidor. 
a fatia do gel é fixada no formulário e assim guardada. 



1 í 2. Etapas Experimentais 

A análise de isoenzimas envolve cinco estágios: a)  
preparo das solucões e dos extratos; b) preparo do gel; c) 
a p l i c a ~ ã o  dos e x t r a t o s  no gel e conexão com a fonte 
{eletroforese); d )  coloração ou revelaçgo; e) interpretação das 
géis e armazenamento dos dados que eles contgrn. A seguiir, 
descreve-se um pouco de cada um deles. 

a ) O  preparo d a s  soluç0es e dos e x t r a t o s  j B  foi  visto 
anteriormente, no Capitulo 8; contudo, atguns cuidados no 
armazenamento devem ser observados (Cheliak & Pite!, 
1984). 

O m6todo de armazenamento mais ef ic iente é o 
congelamento  c o m  ni t rogênio l iquido ( - 1  8 O o C ) .  O 
armazenamento das amostras em freezeres de -60°C a -80% 
e a melhor alternativa ao nitrogênio líquido; eles apresentam 
a vantagem de ter capacidade superior a 1001, o que facilita 
a organização da amostra; todavia, se ocorrer queda ou falta 
prolongada de luz, a perda de amostras B total. 

Quando não dispomos de outro aparelho, um freezer 
dorn6stico pode ser usado. A temperatura varia de -20°C a - 
3 5OC dependendo da temperatura externa, porém o período 
de armazenamento é reduzida porque as amostras desnaturam 
mais rapidamente quando são levadas a eletroforese. 

b)Preparo do gel 

- Gel de Poliacrilamida 
A poliacrilamida e um polímero sintético que permite a 

separacão da molécula protéica em poros de aproximadamente 
0,s a 3,0nm, dependendo do ajustamento da concentracão 
tota l  de acrilamida na reacão de polimerizaqão; é uma 
substância hidrofílica, que polimeriza na presenca de radicais 



l ivres e do bis-acri lamida, para formar um gel cujas 
características são muito atrativas do ponto de vista da 
separacão eletrofor8tica de proteínas. A substância e inerte e 
es táve l  n a  presenca de um campo ellétrico e pode ter  
porosidade uni forme e controlada, nas concentraçoes 
prescritas dos mon6meros de acrilamida. A polimerização do 
gel requer a formacão de ligacões cruzadas entre as cadeias, 
de poliacrilamida, que ocorrem por meio das moléculas de bis- 
acrilarnida, a qual, por copolimeriza~ão, causa retículaçáo entre 
as cadeias formando uma verdadeira peneira molecular. 

Neste meio os ensaios podem ser fe i tos  com gel 
posicionado tanto horizontal quanto verticalmente. 

A eletroforese em gel, de poliacrilamida (PAGE) pode ser 
conduzida a O°C ou em temperatura superior, at6 10%. A 
temperatura de polimerizacão pode situar-se entre e°C a 20°C; 
entretanto, quanto mais baixa for, maior terG a capacidade de 
eliminar as contracães tbrmicas ou expansão da gel; sua 
concentracão pode variar para produzir géis com tamanha de 
poros variáveis de forma que, quanto maior for a concentracão 
de acrilamida, menor será o diâmetro do poro do gel. Para 
promover a polimerizacão utiliza-se a ação catalizadora inicial 
do íon persulfato, ativado pela amina terciária N N N W -  
tetrametil etilenodiamina (TEMED). Esta operacão 6 rápida e 
deve ser conduzida em sala com luz e temperatura ambiente. 

O gel de pailiacrilarnida é química e fisicamente inerte, 
d e  modo que não interfere na mobilidade das moléculas. 
Durante a eletroforese, quanto mais alta a vottagern ou a 
intensidade da corrente, maior será o aumento da temperatura, 
que pode resultar na perda da atividade enzimática. Para se 
manter a temperatura baixa, geralmente efetua-se a corrida 
em geladeira (Alfenas et al . ,  1 991 ). 

Glclis obtidos com poliacrilamida são de alta sesotução; 
contudo, são mais onerosos e de maior periculosidade, devido 
aos efei tos neurotóxiços que seus componentes acrrlicos 
provocam. 



As dimensões de um gel dependem do objetivo do estudo 
e da quantidade de amostra que se quer analisar. A espessura 
varia de 1 a 3mm. A concentracão varia de 5 a 20%. No LAM 
usa-se na concentração de 7% sendo que destes, 95% 6 de 
acrilamida e 5% de bis. 

Para a eletroforese em sistema descontínuo é comum 
usar-se uma concentracão de 3 a 5% no gel empilhador e 
outra de 3 a 20% no gel separador. 

É prática comum se preparar solucões-estoque das 
soluqóes tampões e dos componentes acrilicos, evi tando um 
armazenamerito prolongado das úl t imas. Os protocolos de 
algumas solu~ões-estoque util izadas no  LAM, estão descr i tos 
no anexo I .  

- Preparo do Gel de Poliacrilamida para Eletroforese Horizontal 

Separe todo o mater ia l  necesshrio e deixe-o $i mão 
(Figura 7); monte a placa, dissolva o acri lamida na solução 
tampão e acrescente os catalisadores (persulfato e terned); 
misture e verta imediatamente sobre a placa (Figura 8). Para 
acelerar a polimerização deixe o gel na presença de luz e, ap6s 
a polimerizaqão, leve-o à geladeira, para resfriar. 

- Aplicação de Amostras 
Antes de aplicar as amostras prepare um guia (mapa do 

gel) onde serão anotadas todas as informações do ensaio, 
conforme modelo da Figura 6. Se os extratos foram preparados 
com antecedência, separe as amostras que irão ser uti l izadas 
e classif ique-as na ordem em que elas irão ficar no gel; o 
descongelamento pode ser acelerado colocando as amostras 
(nos recipientes) dentro de água gelada, por alguns minutos. 
Usando uma régua como guia, coloque os w icks  sobre o gel; 
se for empregar  amost ra  l iquida, observe que pequenas 
cavidades devem ser formadas com auxi l io de uma "forma" 
ou de um "pente", que deve ser colocado sobre o gel antes da 



polimerização; as amostras devem ser espaçadas no mínimo 
de 2 a 3mm. Coloque azul de bromofenol nas duas amostras 
da extremidade (Wicks} ou em duas cavidades; este corante 
migra muito mais rdpido que as proteínas, e é indicador da 
migração quando a fonte estiver ligada. 

Se estiver usando uma cuba aberta, cubra o gel com 
um pldstico, para evitar evaporação; se a cuba jB vier com 
tampa, este procedimento será desnecesshrio. 

Figura 7. Drogarias e vidrarias utilizadas no preparo de gel de 
poliacrilamida. 



Figura 8. Soluçlio de acrilamida para gei de eletraíorese de isoenz*#nas 
sendo vertida na placa. 

Coloque a forma que cont6m o gel com as duas 
extremidades voltadas para o reservatório dos eletrodos, que 
deve conter a solução tampão escolhida. Os extratos são 
sempre colocados próx imo ao anodo  - 1  que, 
convencionalmente, 6 preto, Estabeleça o contato entre a 
solução tampão do eletrodo e o gel, com ajuda de u.m tecido 



poroso (Figura 9) .  Para assegurar o contato coloque uma placa 
de vidro sobre o conjunto. 

Conecte os eletrodos com a fonte (Figura 10) e marque 
o tempo ou a distância da corrida. A migracão eletrofor6tica e 
interrompida quando o azul de bromofenol atingir de 7 a 1 Ocm 
ou após 4 a 6 horas. 

Figura 9. Ponte de contato entre o gel e uma soluçlio-tampão, 
ut i l izando-se tecido poroso, durante  uma corr ida 
eletrof orética . 



Figura I O. Corrida eletroforética de um gel em geladeira a baixa temperatura. 

- Gel de amido 

Este gel é feito pelo aquecimento da mistura de amido hidrotisado 
com uma solução-tampão, cuidadosamente preparada. A solucão 
tampão usada no get depende da solucão tampão que é utilizada no 
eletrodo. Ao conjunto dessas duas solucões tampões costuma-se 
chamar "sistema-tampão para eletroforese". A escolha do melhor 
sistema e feita com base na tentativa e erro. 



Para cada organismo ou espécie e para cada tecido da especie, 
como na solucão tampão de extração, vários sistemas devem ser 
testados, para se verificar a qual produz a melhor separacão 
eletroforética da enzima que será estudada e a melhor combinacão 
entre atividade e resolucão. 

Material necessário 

* I placa de vidro 
* 4 barras de acrílico 
* 1 kitasato de 1 litro 
* I bomba de vácuo (potente) 
* 1 aquecedor d e  bussen ou 1 forno de microondas 
" amido hidrolisado para eletroforese ou semelhante 
* tampão de gel 
* balanca 
" fita crepe 
" luvas térmicas 
* rolhas 

Os géis de amido são preparados, geralmente a 12% ( 1  3% no 
caso da penetrose). A mistura amido + soluqão tampão é levada ao 
fogo (ou forno de microondas) e agitada constantemente. Após a 
mistura polimerizar e se tornar transparente, deve-se agitá-la 
vigorosamente e aquecê-la até que esta entre em ebulicão. 
Imediatamente, deve-se retirar as bolhas de ar com o auxilio de uma 
bomba de vácuo e verter o gel na forma montada com as barras de 
acrflico sobre a placa de vidro; esta placa deve ser nivelada no sentido 
horizontal. O amido adquire consistência sólida a medida em que 
esfria. A seguir coloca-se na geladeira para resfriar. 

A aplicacão da amostra no gel é feita cortando-se o gel a 
aproximadamente 2cm da extremidade; a secqão mais estreita é 
afastada e os wichs aplicados a uma distância mínima de 2mm. É 
conveniente que o excesso de amostra contido no wich seja retirado 
com a ajuda de um papel absorvente; usa-se uma régua guia para 



facilitar a aplicacão das amostras, que deve ser feita em um único 
sentido (da direita para esquerda). 

É conven ien te  co locar  u m  c o n t r o l e  ou  padrão nas  
extremidades do gel; este padrão pode ser o extrato de outra 
populacão, sexo ou espécie, visando favorecer a comparacão 
entre os diversos géis. 

Assim, no gel o bromofenol e colocado na primeira e ultima 
amostra ou no primeiro e último espaco. Todo o processo 
anterior e posterior a aplicacão da amostra é o mesmo utilizado 
no gel de  acrilamida, exceto o fatiamento. 

Ap6s a eletroforese, o gel é colocado sobre o balcão, a 
distância percorrida pelo azul de bromofenol é medida e o gel 
é fatiado em várias camadas de  cerca de  2mm de espessura 
com o auxílio de réguas e um pedaco de fio de nylon. Cada 
fa t ia  será usada para revelar uma enzima e a fatia superior é 
normalmente desprezada. 

12. CONFECÇÁO E INTERPRETAÇÁO DE ZIMOGRAMA 

Em geral, o tipo de informacão que um pesquisador extrai do 
gel está relacionado a questão que ele quer responder. Os dados 
obtidos dependem da qualidade de todo o processo, desde a coleta 
adequada do tecido a eletroforese e coloracão. 

Se existe grande variacão biológica e ambiental, um grande 
número de amostras é necessário para generalizar as conclusões. 

A amostra coletada do material biológico que se quer estudar 
deve ser representativa o que geralmente envolve bom senso e 
de l ineamento exper imenta l  adequado. Sendo a amostra 
representativa, pergunta-se qual o grau de fidelidade das 
conclusões inferidas. 

O ob je t ivo de  se marcar o resultado de uma corrida 
eletroforética é obter dados permanentes para referência e 
análise. A fotografia é um t ipo de anotacão, importante para 
referência e publicacão, mas  não reflete todas as informacões 



que podem ser extraídas do gel e não serve para análises 
estatísticas. 

A forma mais simples de se analisar um dado consiste em se 
classificar os padrões de banda observados no gel; na Figura 11 
observa-se um exemplo de como isto pode ser feito. Na fotografia 
(Figura 11 a) há um gei de amido revelado para MDH de Eucalyptus 
pilularis. Pelos f en0tf pos encontrados, seis grupos podem ser 
formados (Figura 1 I b) 

Este tipo de avaliacão é útil para estimar a frequência gênica ou 
detectar indivíduos com um padrão diferente em um grupo de 
indivtduos; pode ser Util, por exemplo, para escolher parentais 
divergentes e rnonitorar a eficiência dos cruzamentos artificiais ou 
naturais. 

Para atender a certos estudos, as anotacoes de um indivlduo 
podem ser tão complexas quanto um gráfico da densidade Ótica que 
atravessa o gel. Assim, pode-se ter o número de bandas, suas 
posicões relativas no gel e a contribuicSo fraçional de cada uma 
para a quantidade total de enzimas no gel (9rea sob os segmentos. 
da curva). 

Em qualquer situacão, antes do início da experimento deve-se 
definir da melhor maneira possível o que se quer medir e como isto 
ser6 feito. 

Em estudos genéticos mais detalhados, além da posicão relativa 
da banda considera-se, também, a intensidade das mesmas; assim 
pode-se identificar os indivíduos em termos de fenotipos e genótipos. 
Desta forma, ainda se pode determinar a frequencia alélica e proceder 
vários estudos de segregacão, de equilíbrio, de diversidade etc. (Figura 
1 1 ~ ) .  

Na Figura T 1 a cada marca no gel corresponde a uma banda e o 
conjunto de bandas de um indivíduo, é um padrão (Figuras I 1 b e c). 
Alguns individuos apresentam o mesmo padrão. 

Para se obter uma avaliacão correta dos dadas necessita-se 
conhecer algumas características das enzimas, como identificacão, 
nomenclatura e número de subunidades. 



Figura 1 1 . Fotografia de gel de Eucalyptus piIuIarls (a) e respectivo rlmograma (b r e). 
Considerando-se os padrões de banda seis grupos podem ser formados (b}. 
como: grupo 1 - indivíduo 18; grupo II - individuo 16; grupo III - indivíduos 4 e 
11; grupo IV - indivíduos 6,8. 9, 10, 14, 15 e 20; grupo V - 3, 5, 12 e I7 e 
grupo Vi- 1, 2, 7,  13 e 19. Obsenra-se. em (c1 a interpretação de loco, alelo, 
fenbtipo e genhtipo dada ao mesmo gel (a]. A banda circulada no individuo 16 
B banda Inter-locus. 



Nomenclatura 

As enzimas são identificadas por c6digos internacionais 
estabelecidos pela "Enzyme comrnission" (EC). Por exemplo 
Alcooi Desidrogenase - c6digo EC 1 . I  . I  . I  . Essa nomenclatura 
se aplica a enzima, sem discriminacão das isoenzimas que 
formam o sistema ativo IAlfenas et al., 1991 ). 

Na interpretação genetica os dados são expressos, 
geralmente, em locos e alelos. Os locos são codificados pela 
sigla da enzima, grafada com letra inicial maiúscula e 
numerados de acordo com a ordem decrescente de mobilidade 
(Alfenas et al., 1991 ). Os alelos de cada loco podem ser 
designados por números, letras, pela sua posiqão no gef ou 
pela representacão numérica de sua posicão). 

Um outro sistema bastante usado, segundo Hutchinson 
et al. ,  1983: B o que utiliza o código 100 para o alelo mais 
frequente em cada loco. Os demais alelos são codificados de 
acordo com sua posicão em relação h banda 100. Veja no 
exemplo abaixo: 

Enzima 
monomérica 

Enzima 
dimérica 

Nos estudos mais detalhados as  isoenzimas são  
diferenciadas pelos seus valores de mobilidade relativa e, às 



vezes, também pela largura e intensidade da banda (Alfenas 
et al., 1991 ). 

A mobilidade relativa (Rf )  tanto pode ser calculada com 
base em um padrão enzimático, como em relacão a um corante, 
sendo o azul de bromofenol, o mais utilizado. 

A mobilidade relativa é dada por: 

onde: d é a distância percorrida pela enzima 
e D e a distância percorrida pela linha frontal 
do azul de bromofenol ou do padrão. 

De posse desses Rfs pode-se, então, analisar o gel, em termos 
de fenótipos e genótipos. 

Para se analisar os genótipos é necessário, contudo, conhecer 
o comportamento fenotípico da enzima, segundo o número de 
subunidades. 

Observou-se, anteriormente, que a enzima é formada de uma 
ou mais cadeias polipeptídicas. Verificando-se as bandas de um gel, 
deve-se considerar o número de subunidades (cadeias) que formam 
a enzima que se cora (Figura 12). Se a enzirna é formada por uma 
cadeia, o alelo irá mostrar duas bandas, uma correspondente ao 
alelo a e outra ao homozigo~o b. Este é o caso de leucina amino 
peptidase, xiquimato desidrogenase, peroxidase e outras. Sendo a 
enzima formada de duas cadeias, os dois tipos de polipeptídeos 
produzidos pelo heterozigoto ligam-se ao acaso e produzem três 
tipos de molécula; dois homodímeros e um heterodímero, que é uma 
nova molécula híbrida. Após a eletroforese, o heterozigoto mostra 
três bandas, sendo a banda intermediária, correspondente ao 
heterodímero, frequentemente de cor mais intensa que as outras 
duas. Se a cadeia polipeptídica produzida pelos dois alelos realmente 
se l iga ao acaso, metade das moléculas de enzima serão 
heterodímeros e a cada tipo de homodimero corresponderá % (Figura 
12). Este tipo de heterozigoto, com três bandas regularmente 
espacadas, é muito comum, part icularmente no caso das 



desidrogenases. Se a enzima é feita de trQs cadeias, os dois 
tipos de cadeia polipeptídica produzidas pelo heterozigoto 
ligam-se ao acaso e produzem quatro tipos de molécula, sendo 
dois hornotrimeros e dois heterotrímeros. O heterozigoto ir8 
formar quatro bandas no gel (Figura 12). Este tipo de padrão 
6 raro, porém 6 encontrado em nucleosideo fosforilases. 
Quando a enzima B composta de quatro cadeias, os dois tipos 
de cadeia polipeptidicas irao produzir, por ligação ao acaso, 
cinco tipos de mol6cula. O rimograma do heterozigoto irá 
mostrar cinco bandas regularmente espaçadas. Geralmente, a 
intensidade da coloracão decresce da banda central para as 
extremidades (figura 12). 



Estrutura da Genótipos 
Enzima aa ab bb 

Monomérica me 
Q 

Diméricã . *  I.. 
0 .  

0 0  

Trirnérica a * .  . a .  
0 . .  

0 0 .  

= o 0 0  1 3 0 0  

TetramBrica 

=o... 
0 0 . .  

0 0 0 .  

~ 0 0 0 0  0 0 0 0  

Figura 12. Representação esquemática de um zimograma formado por 
isoenzimas segundo o número de sub-unidades. 
O = 1 cadeia ~oii~estídica 

= banda no gel 



É importante ressaltar que o fato de um heterozigoto 
mostrar três ou cinco bandas, não quer dizer necessariamente 
que a enzima em questão tem duas ou três cadeias na estrutura 
quaternária, nem todos os heteropolírneros possíveis são 
formados, principalmente se a estrutura for assimétrica. Ao 
se observar três bandas no gel pode-se concluir que a enzima 
em questão tem "pelo menos" duas cadeias polipeptidicas. 

Portanto, conhecendo-se de antemão o número de 
subunidades que compõem a enzima, fica mais fácil dar uma 
interpretacão segura do gel, o que não é verdadeiro para 
zimogramas de maior complexidade, tornando-se difícil provar 
e, na maioria dos casos, sendo possível apenas com teste de 
progênies. 

Exemplo: 
Malato desidrogenase e uma enzima normalmente 

dimérica, na maioria dos organismos. O heterozigoto revela 
três bandas, porém num estudo com sapo (Bufo latestii) citado 
por Pasteur et al., 1 988, obteve-se o seguinte zimograma. 

Neste caso, existem três hipóteses para a interpretação 
do gel: 

I )  Cada isoenzima corresponde 6 expressão de um gene 
distinto e por isso a expressão de dois locos diferentes. 
Cada gene é hornozigoto para o mesmo alelo em todas as 
amostras estudadas. 



2) As duas isoenzimas correspondem ao produto do mesmo 
alelo, cada um tendo uma condormaqão molecular particular, 
produzida por modificacões pós-transiacional. 

3) As duas isoenzimas correspondem ao produto de dois alelos 
no mesmo gene. Neste caso, todos os individuos estudados 
serão heterozigotos para os mesmos dois alelos. Esta é a 
hip6tese menos provável, porque: 1 O )  de acordo com a lei 
de Hardy-Weinberg,  um gene c o m  dois alelos será 
heterozigoto em pelo menos 50% da populacâo (exceto 
populacões compostas por individuos partenogenéticos com 
heterozigosidade f ixada) 2") em todos os organismos 
estudados, tanto da reina animal quanto vegetal, indivíduos 
heterozigotos para os genes .que codificam para MDH 
produzem proteínas de dois tipos de cadeia (três bandas 
regularmente espacadas). Para descartar esta hipótese, 
usam-se: a}  dadas de genética de populacões e b)  estudos 
prévios de MDH, com outras populacões e outras espécies. 

Se não se dispõe de outros dados, além dos obtidos no 
zirnograma, não seria possivel decidir qual a hipótese correta 
(1  ou 2). Neste caso, deve-se amostrar mais indivíduos desta 
população e de populacões diferentes ou proceder o teste de 
progênie. Em ensaios subseqtientes os autores viram que 
realmente se trata de dois Tocos codificados por esta enzima. 

Em outros casos, encontram-se situacões em que cada 
indivpduo tem duas isoenzimas; uma é corada fortemente e a 
outra é levemente corada.  As mesmas t r ê s  hipoteses 
formuladas para MDH, no exemplo anterior, podem explicar 
este resultado. Na Figura 1 3, duas isoenzimas monomericas estão 
presentes; individuos hornozigotos e heterozigotos estão sempre 
acompanhados de uma banda, a uma mesma distância, de 
intensidade menor porém, observando-se um número grande de 
individuos e comparando-os a outras espécies do mesmo grupo 
taxonômico, pode-se ver que a variacão na mobilidade dessas enzimas 



está sempre ligada a outra banda. Conclui-se então, que no exemplo 
a enzima 6 monomérica codificada por um único gene (2 alelos do 
mesmo loco), Estas bandas secundárias também são chamadas de 
artefatos, quando não surgem ligadas e, sim, esporadicamente. 

figura 13. Representação esquemAtica de um zimograma onde bandas 
secundaírias estio sempre ligadas a outras bandas. No 
exemplo, a enzima é rnonomdrica. 

Em situacões mais complexas observa-se a formacão 
de bandas inter-locos. Em um zimograma de uma enzima 
dimérica, Figura 14, as bandas formadas na região central são 
bandas inter-locos e estão em posição intermediária entre o 
1 e o 2' loco. Para facilitar a compreensão encontra-se, ao 
lado do zimograrna, a interpretacão molecular, em termos de 
tipo de peptídeo, dada ao zimograma. Na  Figura 1 I ,  no 
indivíduo 16 também se observa uma banda inter-locos. 



Figure 14. Padrões eletroforéticos de uma enzima dimérica (A) e 
respectiva representacão molecular (B), onde se observa 
a formação de bandas inter-locos (delimitadas pela linha 
tracejadal . Adaptado de Pasteur et al., 1 988. 

Em raros casos, alguns genes estruturais possuem alelos 
que não geram produtos e podem ser detectados por 
eletroforese. Esses alelos são tidos como "silenciosos" ou 
"nulos" e,  com uma excecão, eles são recessivos.  Os 
heterozigotos têm um alelo nulo N e um alelo ativo A (indivíduo 
NA)  e mostram o mesmo fenótipo eletroforetico que o 
homozigoto AA; o homozigoto NN não apresenta nenhuma 
banda após eletroforese (Figura 15). 



Figura 15. Padrões eletroforéticos apresentados por enzima 
monornérica, exibindo a presença de alelos nulos. 

Problemas importantes surgem da presenca de alelos 
nulos. Se eles têm uma baixa freqüência, não haverá nenhum 
homozigoto "nulo" no tamanho da amostra normalmente usada 
por geneticistas (de uma a poucas dezenas de indivíduos). 

Se um heterozigoto AN mostra bandas menos intensas, 
como a banda mais à direita da Figura 15, que o homozigoto 
AA, que possui duas doses do gene ativo, isto prova~e l r~ ien te  
será devido ao erro experjmental (concentracão de extração 
diferente, desnaturaqão parcial de alguns extratos, provável 
heterogeneidade do gel); além do mais, os heterozigotos são 
geralmente pouco diferentes para serem distinguidos. 

Na maioria dos casos, só um teste de progênie pode 
confirmar a presenca de alelo nulo. 

Alelos nulos são comuns em genes que codificam para 
esterases. Em Drosophila, surgem em álcool desidrogenase, e 
em genética humana cl6ssica em fosfato desidrogenase. A 
ausência de uma reacão característica e devida a mutacão 
que tornou a proteína inativa ou preveniu sua síntese em uma 
ou outra rota. 

Para grandes organismos podem ser identificados por 
imunoe le t ro forese,  ou  seja, o processo que envolve a 
purificacão de substâncias a serem testadas e uma grande 
quantidade de anticorpos relevantes. 



- Problemas gerais 

A interpretacão de géis de organismos que nunca foram 
previamente estudados é sempre uma especulacão (um jogo 
d e  azar) e o sucesso não pode ser garantido no início. 

Uma interpretacão satisfatoria deve ser compatível com 
os dados existentes para o organismo estudado e para as 
enz imas cons ideradas.  Esses f a to res  i rão  permit ir  uma 
interpretacão correta, quando os indivíduos não podem ser 
cruzados para testar as hipóteses menos prováveis, exist indo 
muitos métodos indiretos que permitem a tomada de decisão. 

a) Dados dos organismos que serão estudados. 

Nos exemplos apresentados os organismos considerados 
eram todos diplóides, cada gene presente e m  duas cópias. 
Um organismo haplóide tem uma cópia de cada gene: qualquer 
hipótese que envolva a existência de um heterozigoto, coloca 
em questão, obviamente a natureza haplóide do genoma. 
Triplóides ou tetraplóides podem ter, respectivamente, três ou 
quatro alelos diferentes; qualitativamente, fenótipos similares 
serão observados,  mas e les  i rão  m o s t r a r  va r i acão  na  
intensidade de bandas. Estes casos são comuns em plantas 
(poliplóides) e raros em animais. 

A v a r i a c ã o  d e  f e n ó t i p o s  o b s e r v a d o s  depende ,  
pa rc ia lmente ,  do modo d e  reproducão.  Organismos d e  
reproducão assexuada, juntamente com aqueles estr i tamente 
auto-fecundados, ou que se reproduzem por  partenocarpia, 
formam clones idênticos. O fluxo gênico, em clones, é ausente 
ou reduzido: então, a tendência é o monornorfismo. 

b) Dados dos sistemas enzimáticos que se quer estudar 



3' - Os genes enzimáticos que estão sendo estudados são 
funcionais em todos os tecidos dos organismos? 

Figura 16. Padrão de peroxidase em raiz, obtido em genótipos de amendoim 
cultivado (A) em condições normais e (B) em regime de 15 
dias de estresse hídrico. 



As células se d i ferenc iam cedo n a  embriogênese; 
tornando-se especializadas elas perdem a capacidade de  
expressar parte de seu genoma. Diferenças de idade, sexo 
e carga genética devem contar para a variacão observada, 
sem cons iderar  o envo lv imen to  de um g e n e  regulador.  
F inalmente,  a u t i l i dade de comparações en t re  espécies 
proximamente relacionadas não deve ser esquecida. 

- Todas as isoenzimas reveladas no gel são parte do 
sistema enzimático para o qual o gel fo i  corado? 

Entre o u t r o s  exemplos, ao  se revelar carbonato 
des id ra tase  pode-se es ta r  reve lando  es te rases  e, em 
indofenol oxidase podem surgir artefatos em géis corados 
com tetrazólio. Um pesquisador experiente pode detectar 
esses artefatos ,  mas às v e r e s  um sistema enzimático 
indef inido e revelado e pode ser interpretado geneticamente 
e, depois, ser usado pelo geneticista. Para quem quer um 
termo melhor, esses sistemas são conhecidos como "nada 
desidrogenase" (noth ing dehydrogenases) (Pasteur et al . ,  
1988). 

Como uma palavra f inal sobre os métodos de se 
distinguir os produtos de alelos de um gene daqueles de 
di ferentes genes no gel, deve-se reconhecer que alguns 
zirnogramas irão permanecer geneticamente ininterpretáveis 
(comum de ocorrer em esterases). 

A certeza d a  interpretacão genética é d i f íc i l  de se 
explicar e estimar. A experiência tem papel mu i to  importante 
e não pode ser adquirida simplesmente lendo-se um livro. 

í 3. Exercícios de Interpretacão 

Inicia-se esta secão com zimogramas mais simples, 
seguindo-se com os mais complexos. Para nomear Iocos e 
alelos e compará-los entre vários géis é preciso, primeiro, 



,confeccionar timogramas a partir dos valores de mobilidade 
d 

relativa (Rf = - x 1 00). 
D 

Para os exemplos citados duas nomenclaturas serão 
usadas. Para maiores detalhes consultar Brewer & Sing ( 1  980), 
Pasteur et al. (1  988) e Alfenas et al. (1 991 ). 

1 )  Considerando-se o seguinte zimograma de uma enzima 
qualquer: 

Qual a interpretacão que seria dada? 

É preciso considerar, primeiro, se este tipo de zimograma 
(todos iguais) convém nesta espécie e, depois, procurar saber 
se a enzima é, geralmente, monomdrica, dimkrica, etc.  De 
qualquer form,a, pode-se dizer que s6 com estes dados não se 
pode admitir nenhuma nomenclatura, porque só h 6  uma região 
de atividade; se, porém, jA existem dados de outras populações 
e se sabe, que para esta enzima s6 existe um loco, então se 
pode dizer que se tem um loco monom6rfico para este alelo. 
Isto corresponde a observância das questões citadas em a e b 
das páginas 79  a 82 .  



2) Pode-se observar agora, o caso de um loco polimórfico de 
uma enzima monomérica com dois alelos. 

Como se tem um loco, não seria preciso numerá-lo, mas é 
preciso se estabelecer bem os Rfs para que se possa identificar, o no 
e a posicão dos alelos. 

3) Se a enzima anterior for dimérica, ter-se-á o mesmo padrão para 
os homozigotos (aa e bb) mas os heterozigotos seriam diferentes, 
porque apresentariam trgs bandas e não duas. 

Observa-se que o número de fenotipos e genótipos é o 
mesmo do exemplo do item anterior, mudando apenas o padrão 
de bandas apresentado pelos indivíduos heterozigotos, que é 



agora de tr9s bandas, sendo a do centro mais escura. Este é o 
padrão típico de uma enzima dimérica. 

4) Considerar,  neste caso,  dois  locos d e  uma enzima 
monomérica; o loco um com dois alelos e, o loco dois com 
três alelos. 

Loco 2 

- m II 
w a 

m II 

- II I 
+ I 2 3 4 5 6 I fenMipos 

Loco 1 

aa ab bb ab bb a loco 1 

ab aa cc bc ab ac loco 2 

Lembre-se que o loco 1 é aquele que migrou mais rapidamente, 
então é muito importante se estabelecer em um zimograma onde 
está a origem ou os pólos negativos e positivo. Tamb&m é importante 
notar se a migracão ocorreu na direcão do ânodo ou do catodo. A 
peroxidase, por exemplo e uma enzima que tem alelornorfos que 
migram nas duas direcões (Figura 1 6). 

Os exemplos a seguir são adaptados de Alfenas et al. (1 991 ). 
Para simplificar, colocou-se apenas o zimograma e a respectiva 
interpretação alélica. 

genótipos 

95195 351100 1001100 951100 100/100 951100 loco I 

1001105 1001100 11011 10 105/110 1001105 1001110 loco 2 
genbtipos 



5) Na figura abaixo, há dois locos com dois alelos, e migração não 
intermediária no heterodímero do loco um. 

- m I rn 
rn Loco 2 

rn rn rn 

rn 
I rn - - - w"; 

I + 

2bb 2ab 2aa 2bb 2aa loco2 

laa lab 

Observe que não há uma simetria entre as distâncias d, e 
d, com relaçáo à banda central, no loco 1. 



6) Na figura seguinte, há dois locos, sendo um monomórfico e outro 
com três alelos: enzima tetramerica. 

1 monomorfico 

7) Neste caso, há um loco com dois aielos e bandas secundarias 
causadas por modificaqões pós-transcrição, de uma enzima 
rnonomérica 

Bandas secundárias 

rn m m 



Observar que as bandas superiores são como "sombras" 
das bandas inferiores e todos os indivíduos analisados as 
apresentam. isto é o que as diferem de um artefato. 

8) Na próxima figura, há dois locoç: o loco um com dois alefos 
e o loco dois com três alelos; a enzima é monomerica, 
apresentando sobreposicão de bandas. 

m m m  

laa í a b  Tbb l a b  1aa 

E importante observar a diferença de intensidade nas 
bandas, sobretudo nos genótipos 1 e 2,  para poder atribuis 
gen6tipos. 



9) Nesta figura, há dois locos, ambos com dois alelos, enzima 
dimérica; sobteposicão de bandas. 

Observar que o alelo b do loco um se sobrepõe ao alelo a do 
loco dois. Neste caso, identifica-se a sobreposicão porque verifica- 
se primeiro o no de subunidades da enzima, segundo a posicão e 
intensidade de colora~ão das bandas. 

- m m m  
rn 1 Loco 2 
i m rn rn 

m 1 Loco 1 
rn 

+ 2 3 4 5 ( fenótipos 

laa  Ibb  l a b  l b b  I b b  
2bb 2ab 2bb 2bb 2aa 

genótipos 



10) Na Figura abaixo, hB 2 locos com 2 alelos cada um, e a 
formacão de heterodímeros e entre subunidades controladas 
por locos diferentes. 

m m  

laa 1aa 1aa fbb l a b  
2bb 2aa 2ab 2"a 2aa 

Para estudo mais detalhado sugere-se consultar Alfenas 
et a!. ( 1  991) e Nóbrega (1  995).  Nestas publicagões há outros 
exemplos de rimogramas complexos, aos quais foi dada 
interpretacão. 
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15. ANEXOS 

Anexo 1 

Alguns pratocolos para o preparo das solucões-tampão e estoque1 

Tampão de extracão 

Solucão de NaC2 0,15M - pH 7,1 

Tampão A (Lítio-borato, 1 M, pH 8,3) 
Hidróxido de Iftio (LiOH) 
Ácido bórico (H,BO,) 0.1 922M 
Água destilada 

Tampão B (Tris-cíthco. pH 8,3; 0.051 M} 
Tris-base 0,05 1 M - 6,2009 
Ácido cítrico 0,0076M - 1,460g 
Água destilada - 1000rnl 

Tampão C (Tampão fosfato. pH 4.3; 0,2M) 
NaH,PO, .H,O 27,609 
Água destilada - 1000rnil 

Tampão D (Tampão fosfato. pH 9,2: 0,2M) 
Na,HP04. 7H,O - 53,639 
Água destilada - íO00ml 

Tampão E (Tampão acetato; 0,OSM) 
Acetato de sódio 3.H20 
HCI (1 N) 

' Para os ci5lculos, não esquecer de considerar os dados existentes no r6tulo 
dos produtos, principalmente o peso molecular de cada um. 



Água destilada - 1060rnl 

Tampão F Tampa0 acetato, para peroxidase, pM 5.0; 0,2M) 
Acetato de sódio . 3H,O - 27 ,ZSg 
Água destilada - 1 Q00rnl 

Gel de poliacrilsmida 

A concentracão descrita é de 7%; o volume final pode ser 
ajustado pelo operador para o tamanho da placa do gel de que o 
mesmo dispõe, desde que mantenha a mesma concentracão. 

Acrilamida - 9,975g 
Bis-acrilamida - 0,5259 
Peróxido de Sulfato de amônia (1 0%) - 1,5rnl 
Tetrametiletilenodiamida (TEMEDI - 0,16ml 
Tampão A - 15ml 
Tampão B - 135ml 

Procedimento 

Em um béquer de 250ml coloca-se o acrilamida e o bis- 
acrilarnida e, aos poucas, verte-se as solucões-tampão A e E!, 
rnistu radas anteriormente, para o béquer, ate dissolver os produtos, 
acrescentando-se o peróxido de sulfato de amônia, que deve ser 
preparado na hora. Finalmente, coloca-se o TEMED, que irá acelerar 
a reacão de pofimerizacão e, imediatamente, verte-se a soluc5o sobre 
as placas. 

Esta quantidade é suficiente para quatro placas de 12cm 
x 1Ocrn. Trinta minutos ap6s a polimerizacão, colocam-se as 
amostras sobre o gel, o que pode ser feito com auxilio de uma 
r6gria ou um "pente". As amostras devem ser colocadas em 
contato com o gel através de pequenos pedaqos de papel de 
filtro Whatman (Wicks); e importante que os 'Wicks' sejam do 



mesmo tamanho para que a quantidade de extrato seja uniforme 
para todas as amostras. 

Revelacão dos sistemas prothicos e enzimáticos 

Proteínas Totais (PT) 

Azul brilhante de Coomassie 
Água destilada 
Metanol 
Ácido acetjco 

Procedimento 

Dissolve-se o Azul de Coomassie, aos poucos, na soluqão 
descrita acima; quando o corante estiver dissolvido, faz-se uma 
filtragem da soluqão com papel Whatman No 1; a seguir, verte-se 
cerca de 200ml dessa soluqão sobre o gel e incuba-se a 36°C; 
geralmente, a visualizacão das bandas demora mais de 6 horas e o 
gel fica azulado devido 5 presença do corante. E necessário que se 
proceda a várias lavagens para descoloração do mesmo; depois, 
faz-se a fixacão do gel para posterior análise. 

Sotucão de descoloracão 

Metanol 
Ácido acético 
Água destilada 

Solução de fixacão (Alfenas, et al., 1 99 1 ) 

Metanol 
Ácido acético 
Água destilada 



Esterase (Seandalios, I 969) (EST) 
Fast blue RR salt - ao29  
a - naftil acetato - 3,5ml 
p - naftil acetato - I ,5ml 
Tampão C - 25ml 
Tampão D - 5ml 
Água destilada - 20rnl 

Procedimento 

Misturam-se as solucões-tampão C e D. Dissolve-se, aos 
poucos, o fast blue na solucão (C e D); coloca-se a dgua e, por fim, 
o a e naftil acetato. Esses últimos devem ser preparados 
isoladamente a I % em acetona e água (50% : 50%). Esta quantidade 
de produtos 6 suficiente para um gel de T2cm x 1 Ocrn.*lncuba-se o 
gel a 36°C at6 o aparecimento das bandas, que se revelam na cor 
marrom escuro. 

Fosfatase k i d a  (ACP) 

Tampão E - 1 OOmi 
Fast Garnet GBC salt - 0,l g 
MgCI, (1 % I  " "FOrnl 
a - naftil fosfato Acido de s6dio - O,íg 

Procedimento 

Dissolve-se o Fast Garnet na solucão tampão; coloca-se o 
cloreto de magnésio e, por fim, o a naftil fosfato ácido de sódio, 
Incuba-se a 36°C até a visualiracão das bandas, que se revelam 
com coloração marrom escuro, em um fundo alaranjado do gel. 

Leucina arninopeptidase [Alfenas, et a!., 1991 ) 



L-leucina- P-naftilamida - 20mg 
Dimetilf ormarnida (DM F) - 5ml 
Fast Garnet GBC Salt - 50mg 
Tampão Fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,O - 100ml 

Procedimento 

Dissolve-se o substrato no DMF e o Fast Garnet na soluqão- 
tampão; a seguir, misturam-se ambas as soluq6es. O gel revela-se 
alaranjado, com zonas um pouco mais escuras ou azuladas. 

Peroxidase 

Orto-dianisidina 
Etanol (95%) 
Tampão acetato pH 5,0 - 0,2M 
Peróxido de hidrogênio (3%) 

Procedimento 

A orto-dianiçidina é dissolvida no etanol; a seguir, coloca-se 
a solucão-tampão e, por último, o peróxido de hidrogênio; as bandas 
são de colora~ão alaranjada e cornecam a ser visualizadas a partir 
de vinte minutos, quando armazenadas a 36°C. 

Dehidrogenase OH 

Tris-A (tampão) - 

MgCI, (0.5M) - 
Etanol (95%) - 
NAD (1 % em H,O) - 
NBT ( 1  % em H,O) - 

MTT (1 % em H,O) - 
PMS (1 % em H,O) 



Procedimento 

Dilui-se o cloreto de magnéçio na solução-tampão; depois, 
segue-se a ordem descrita acima; as quatro últimas substâncias 
devem ser guardadas cuidadosamente em frascos escuros; o gel 
deve ser incubado a 35OC durante 2h e as bandas são acromáticas, 
reveladas sob um fundo azul-escuro do gel. 

Fosfatase alcalina (ALP) 

a-naftil fosfato ácido de sódio - 50mg 
Fast blue BB - 5Omg 
Tris-D (tampão) - 40mI 
MgCl, (0,5W - 0,6ml 
MnCI, (0.25M) - f ,2m! 

Procedimento 

Dilui-se a Fast Blue na solwcão-tampão colocando-se, a seguir, 
o cloreto de rnagngsio e o de mangangs; por ijltirno, coloca-se e 
substrato e incuba-se o gel a 37OC, por 2h. 

Enzima málica 

Tris-A (tampão) - 1 Oml 
MgCI, (Q.5M) - I ,5ml 
Ácido rnálico l(2M pH 7,09 - 3,Oml 
PMS (1% em H,O) - O,l ml 
NBT ( I  % em H,O) - Q,2ml 
MTT (1 % em H,O) - 0,ZmI 

O procedimento segue de acordo com a ordem descrita 
para esta enzima. 



Malato desidrogenase (MDH) 

Tris-A (tampão) - 35ml 
Ácido málico (2M pH 7 , O )  - 5ml 
MgCI, (0,5M) - 0,3mi 
NAD (1 % em H,O) - 2ml 
NBT (1 % em H,O) - 1 ml 
PMS ( 1  % em H,O) - 0,5rnl 
MTT ( 1  % em H,O) - 1 ml 

Procedimento 

O NAD e o MTT são previamente preparados na 
proporcão de  10mglml de  água destilada, enquanto o PMS 6 
preparado na proporcão de I mglrnl de água destilada. O pH 
do ácido málico deve ser corrigido com NaOH concentrado e 
as zonas de  coloraqão azul-arroxeado aparecem a partir de 30 
minutos. 



Anexo lli 

Materiais necessários 21 instalaqão de um laboratório de eletroforese 

EQUIPAMENTOS QUANTIDADE 
Cuba eletroforética (Capacidade de um gef) 01 
Fonte eietroforética 02 
Geladeira (280 E )  01 
Centrífuga refrigerada 01 
Centrífuga de pequena capacidade (7.000 rpm) 01 
Dessecador 04 
Freezer (300 I) O1 
Estufa - tamanho médio O1 
Placas de eletrof orese OS 
Plastificador 01 
Potenciõrnetro 02 
Balanca analítica O 1  
Agitador magnbtico 02 
Alguns desses equipamentos podem ser substituídos por outros, 
desde que se adaptem ao laboratório 



ANEXO III 

Terminologia e Def iniqões 

Alelo - formas alternativas de um gene, situadas em um mesmo 
loco em crornossornos homólogos e responsáveis pelas 
diferentes manifestacões fenotípicas do caráter (Ramalho et 
al. ,  1990) .  

Aloenzimas - expressão fenotípica de alelas situados em um 
mesmo loco 

Arninoácido - substância orgânica que contém grupamentos 
carboxila (COOH) e amina (NH,) que são os constituintes das 
protelnas. Existem vinte aminoácidos diferentes, que participam 
das proteínas (Ramalho et al.,  7990). 

Artefatos ou fantasmas - bandas instáveis em ensaios 
repetidas com o mesmo material (Alfenas et al., 1991 ) .  

Bandas - marcas, formadas pela presenca ou ausência de cor, 
que identificam a presenca da isoenzirna numa faixa estreita 
do gel (Alfenas et a!., 1991 1. 

Campa elétrico - aquele em que, sob uma carga elétrica, age 
uma forca independente da velocidade da carga ( ferreira,  
1 986). 

Caráter - um dos muitos detalhes d e  estrutura, forma, 
substância ou funcão que forma um organismo Eindividual 
(Gardner & Sinustad, 1986). 

Código genético - conjunto de códons que formam os diferentes 
aminoácidos. 



Cádon - trinca de bases nitrogenadas no DNA ou RNA que 
codif ica um aminodcido (Borérn, 1997). 

Coenrima - Uma substância necessária à atividade de uma enzima 
(Gardner & Sinustad, í 986). 

Coloracão Histoquímica - método de coloracão que localiza um 
composto químico em um tecido ou órgão. Um exemplo clássico é a 
coloracão do amido em tubérculos, pelo uso de lodo. 

Cromossomo - estrutura nucleoproteica localizada no núcleo da célula. 
E a base física dos genes (Ramalho et al., 1990). 

Cromossomo homólogo - cromossomos que apresentam a mesma 
morfolagia e são portadores dos mesmos genes (Ramalho et al. 1 990). 

Eletroforese - (do grego: transporte por eletricidade) - separacão de 
moléculas ionizadas em um campo elétrico, de acordo com suas cargas 
elétricas e pesos moleculares. 

Fenótipo - formas alternativas de expressão de uma característica. 
Essa expressão depende do genótipo e do ambiente (Ramalho et. al., 
1 990) 

Gene ou gen - um determinador hereditário que especifica 
uma funcáo biológica; uma unidade de heranca (DNA) localizada 
em um lugar fixo no cromossomo (Gardner e Snustad, 1986). 

Heteropolímeros - polipeptídeo formado por dois ou mais 
monômeros diferentes. 

Hamopolimeros - peptídeo formado por monômeros iguais 

Isoenzimas - são múltiplas formas de uma enzima ou outra 
proteína solúvel ativa que reage com um substrato {Pasteur, 



et ai., 1988). Alguns autores consideram isoenzimas aquelas 
derivadas de sim mesmo organismo. 

Loca - local no cromossomo onde se localiza determinado gene 
(Ramalho et al., I 990). 

Migração - distância percorrida pela banda no gel, usualmente medida 
pela linha formada pelo azul de bromofenol. É usada para localizar a 
posicão exata da banda no gel a fim de se compará-la com as de 
outros geis. 

Monõmero - cada polipeptideo que compõe uma enzirna 

Monomóríico - um gene ou caractere que não difere nos indivíduos 
analisados. 

Peptídeo - molécula constituída de arninoácidos 

Polimórfico - um caráter é polirnórfico quando tem dois ou mais 
estados ou formas distinguidos qualitativamente (Pasteur, 1980 e 
Alfenas et al., 1991 ) .  Em isoenzima um gene ou caractere e 
polim0rfico quando tem pelo menos 2 alelos e o mais cornum deles 
não ultrapassa a frequência de 95% 

Polipeptídeo - Mol6cula constituída de vários peptídeos (Ramalho et 
ai., 1990). 

Wicks - pequenos pedacos de papel cromatográfico usados para 
embeber os extratos contendo as enzimas. 

Zona ou região de atividade - região no gel onde se localizam as 
enzimas. Um gel pode ter uma ou mais zonas de atividade. 




