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Apresentacao

A técnica de eletroforese &, hoje, uma ferramenta analitica
fundamental e imprescindivel em qualquer laboratério de
anélises fisico-quimicas, bioquimicas e de biologia
molecular.

O conhecimento mais profundo dos principios dessa técnica
analitica é de extrema importancia para pesquisadores,
técnicos de laboratério e estudantes, que a utilizam para
andlises de proteinas, enzimas e acidos nucleicos, bem
como de outras macromoléculas.

Com esse objetivo, o Centro Nacional de Pesquisa de Soja
apresenta este documento, cuja finalidade & contribuir para
a methor compreensdo das técnicas eletroforéticas pelos
seus diferentes usuarios.

José Francisco Ferraz de Toledo
Chefe do CNPSo
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Técnicas Eletroforeéticas

José Marcos Gontijo Mandarino”
Teresa Jacoba Césare Vidaurre®

1. Introducao

A eletroforese & uma técnica relativamente simples, rapida e de alto
valor informativo. Sua aplicagdo, na identificacdo de proteinas, tem sido
ampliada para estudos de taxonomia, fisiclogia e genética de plantas,
animais e microrganismos. Utilizando enzimas ou proteinas solGveis, seu
emprego tem se destacado na identificagdo de certos grupos de fungos,
bactérias e nematoides (ALFENAS et al., 1991). As bandas de atividade
enzimdtica, expressas nos géis, constituem os zimogramas, que
apresentam grande potencialidade na caracterizacao de ragas e espécies de
diferentes microrganismos e plantas. Atualmente, a andlise eletroforética
de isoenzimas pode ser utilizada na identificag@o de clones, cultivares e
linhagens e também em estudos de citogenética, fisiclogia e bioquimica
dos diferentes organismos.

A eletroforese pode ser também utilizada na determinagdo do peso
molecular de proteinas e na caracterizagdo de moléculas como acidos
nucleicos (DNA e RNA). Recentes progressos na tecnologia de DNA
recombinante, no mapeamento de fragmentos e sequenciamento dos

! Bloquimico, M.Sc. Pesquisador da EMBRAPA-Centro Nadional de Pesquisa de Soja
(CNPSo). Cx. Postal 231 - CEP 86001-970 - Londrina, PR

2 Eng* de Allmentos, Doutora. Departamnento de Tecnologla de Allmentos da Faculdade
de Engenharia de Allmentos - UNICAMP - Campinas, SF.
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nucleotideos de acidos nucléicos, tém tomado essa técnica uma ferramenta
analitica indispensavel (ALFENAS et al., 1991; ELSHARKAKY, 1989; SHAW,
1965; SMITH, 1968; LARSEN, 1967; STEINER & JOSLYN, 1979; GORDON,
1975).

2. Fundamentos da Técnica

2.1. Principio

As macromoléculas como DNA, RNA e proteinas, dentre outras,
possuem carga elétrica e sido capazes de movimentar-se, quando
submetidas & um campo elétrico.

A eletroforese consiste na migragio de moléculas ionizadas, de
acordo com suas cargas eléfricas e pesos moleculares, num campo ¢létrico.
As moléculas com carga negatlva migrardo para o polo positivo (&nodo)
e aquelas com carga posltiva para o polo negatlvo (catodo).

As proteinas possuem carga elétrica devido a presenca, em suas
moléculas, de aminoéacidos acidos {acido aspdrtico e acido glutdmico) e de
aminodcidos bdsicos (lisina, arginina e histidina) (LEHNINGER, 1976). No
processo eletroforético o importante € a carga bruta ou carga total da
macromolécula submetida a esta técnica de separagao.

As proteinas sdo moléculas anféteras capazes de adquirir carga
positiva ou negativa em funcdo do pH do meio onde se encontram
(ANDREWS, 1968; TARACKS & KERESE, 1984).

A forga (F) exercida sobre as moléculas, durante a eletroforese, pode
ser expressa pela seguinte equagdo (COOPER,1977):

onde: F = forga que atua sobre uma molécula definida;
V = voltagem (diferenga de potencial entre dois eletrodos);
q = carga liquida da molécula; e
d = distdncia entre os dois eletrodos.
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Contra a forca F, atua uma forga f da molécula, que depende de sua
forma, tamanho e da viscosidade do meio onde a molécula se desloca. A
for¢a f é dada pela equagdo de Stokes:

f = é1irnv

onde: f = forca que se opde & migragdo da molécula;
r = ralo da molécula;
n = viscosldade da solugdo; e
v = velocldade de migragdo da molécula.

Quando a forga f da molécula iguala-se & for¢a F do campo elétrico,
ou seja f = F, a molécula deixa de migrar. Portanto, igualando-se as duas
equacgoes tem-se: 6rmyv = Vq/d

A velocidade da molécula (v = \q/6nmMyv) serd proporcional ao
campo elétrico e & carga liquida da molécula e inversamente proporcional
a0 seu raio, a distancia entre os dois eletrodos e 4 viscosidade do meio.

Como cada molécula possui carga e tamanho caracteristicos, ela
deslocar-se-& sempre a uma determinada distancia no campo elétrico, num
dado espac¢o de tempo.

Os principios descritos foram desenvolvidos para a eletroforese em
solugdo de sacarose. No caso da eletroforese em géis, especialmente os de
poliacrilamida, a migragdo das moléculas é profundamente influenciada
pelas malhas do gel.

A passagem da cormrente elétrica, através de uma solugao, segue a lei
de Ohm:

onde: V = voltagem em volts;
R = resisténcia em Ohms; e
I = Intensidade da comrente, em amperes.
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A eletroforese pode ser desenvolvida sob voitagem (V), corrente (I)
ou poténcia (W) constantes, fomecidas por uma fonte de energia
apropriada.

A escolha da voltagem ou a intensidade de corrente € feita
empiricamente. Na maioria dos casos, utiliza-se uma voltagem constante
em tomo de 100V a 200V.

A passagem da corrente elétrica gera calor, conforme a seguinte
equacgao:

onde: C = Calorias;
W = consumo em watts; e
t = tempo em segundos.

onde: V =voltagem; e
I = intensidade da corrente.

A elevagao da temperatura, durante o processo eletroforético, pode
desnaturar as proteinas, o que, eventualmente, resuita na perda da
atividade enzimética. Com o objetivo de manter a temperatura baixa
durante a eletroforese, o gel pode ser resfriado com coluna de dgua fria ou
a corrida pode ser realizada sob baixas temperaturas (em refrigerador ou
cdmara fria).

O processo eletroforético pode ser desenvolvido nos seguintes
suportes: papel, fita de acetato, géis de amido, géis de poliacrilamida e
géis de poliacrilamida/agarose.

O suporte deve ser quimica e fisicamente inerte, para ndo interferir
na mobilidade das moléculas (SARGENT & GEORGE, 1975). A escolha do
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meio-suporte depende do pesquisador e dos objetivos do estudo.
Entretanto, para proteinas, os géis de poliacrilamida tém sido preferidos
por apresentarem maior poder de resolugdo e permitirem ampla variagdo
no didmetro dos poros. Além disso, géis de poliacrilamida sdo altamente
translicidos, o que pemite quantificar a concentracdo protéica e a
atividade enzimdtica através de densitometria.

A eletroforese em géis de amido & menos onerosa do que em
poliacrilamida, mas apresenta como desvantagens o ndo controle da
porosidade das ldminas dos géis e menor resolug¢ado do que os géis de
poliacrilamida.

3. Tipos de géis

Os géis de poliacrilamida e amido sdo os mais difundidos nas
técnicas eletroforéticas.

3.1. Géis de poliacrilamida

Géis de poliacrilamida sdo formados pela copolimerizagdo de
acrilamida e bis-acrilamida na presenca de persulfato de aménia e
Tetrametiletilenodiamina (TEMED), ou riboflavina e TEMED, sob luz
ultravioleta ou fluorescente (Fig. 1).

Quando o persulfato de aménia é dissolvido em &gua, forma radicais
livres. Se estes radicais livres sdo postos em contato com a acrilamida,
ocolre a reagao entre as moléculas e os radicais sdo preservados.

A acrilamida ativada ird reagir, sucessivamente, com outras
moléculas formando um polimero de cadeia fonga. A solugdo destes
polimeros, embora viscosa, ndo forma gel. Para que haja formacgdo do gel
€ necessdrio o entrelacamento das cadeias, ou seja, a ligagdo cruzada entre
as mesmas. Isto € conseguido quando a polimerizagdo ocorre em presenga
de N-N’'-metilenobisacrilamida, que € constituida por duas moléculas de
acrilamida ligadas através de sua por¢do terminal ndo reativa (Fig. 2).
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Fig. 1. Compostos utilizados na formagao dos géis de pollacrilamida.
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H20 -
(NH4)p SpOg— 2> 2NHy + 250,

0 COONH» COONH 2 COONH»
" | | I
S0 + N(CHp = CH=C~NHy) ——> —~ CHp = CH - CHp~CH - CHp ~ CH -

Fig. 2. Reacgdes envolvidas na polimerizacido da acrilamida.

O tamanho dos poros do gel & determinado pela concentragdo de
acrilamida (p/v) e pelo grau de ligagdes cruzadas. O tamanho médio dos
poros do gel € uma distribuicdo normal entre poros grandes e pequenos,
pois num gel nem todos os poros sdo iguais. O TEMED & o agente
catalisador da polimerizagdo. A riboflavina em presenca de O, e luz
ultravioleta também promove polimerizagdo da acrilamida. A riboflavina
sofre fotodecomposicdo em radicais livres, que promovem a polimerizagao.
A fonte de luz pode ser uma ldmpada fluorescente, posicionada préximo
a superficie do gel (LEWIS, 1962; HAMES, 1988) (Fig. 3).

A eletroforese em géis de poliacrilamida pode ser desenvolvida em
géis preparados em tubos ou placas. Em placas, comparam-se vérias
amostras num mesmo gel.

Quanto & posigdo do gel, o sistema de eletroforese pode ser vertical
ou horizontal.

Quanto a porosidade do gel, aos tampdes e seus respectivos valores
de pH, o sistema pode ser continuo ou descontinuo. No sistema conti-
nuo, o gel é de porosidade uniforme e o tampdo usado na sua prepara¢do
€ o mesmo dos tanques dos eletrodos. O sistema descontinuo,
introduzido independentemente por Davis e Orstein, na década de 60,
fornece melhor resolugcdo do que o sistema continuo (SARGENT & GEORGE,
1975; GORDON, 1975). A eletroforese em géis descontinuos serd mais
amplamente detalhada em capitulo posterior.
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! |
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Fig. 3. Reacdo de entrelacamento das cadelas de acrilamida para for-
mag¢do das malhas do gel.

3.2. Géis de amido

O amido é constituido de amilose e amilopectina. A amilose é
formada por longas cadeias ndo ramificadas de D-glicose com ligagoes (-
1,4). A amilopectina apresenta constituicdo similar & da amilose, mas é
altamente ramificada, apresentando ligagbes (x-1,6) nos pontos de
ramificacdo.

Sob aquecimento, a suspensdo aquosa do amido torna-se viscosa e,
apds resfriamento, geleifica-se formando uma rede tridimensional de
polimeros de glicose com ligagdes glicosidicas (x-1,6), a partir da
amilopectina. Na eletroforese em gel de amido, as moléculas, ao
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migrarem por entre as malhas do gel, estardo sujeitas aos efeitos de friccdo
e peneiramento molecular (SARGENT & GEORGE, 1975; GORDON, 1975).

A eletroforese em gel de amido foi, pioneiramente, introduzida por
Smithies, em 1955, para a resolugcao de soroproteinas humanas. Seu poder.
de resolugdo, até o presente, s6 foi superado pelo gel de poliacrilamida.
Smithies usou um mesmo sistema-tampao (NaOH-4cido bérico) para o gel
e os eletrodos. Subseqlientemente, POULIK (1957), ao empregar ions
tamponantes no gel (tris-citrato, pH 8,6) distintos daqueles dos eletrodos
(NaOH-é4cido bérico), obteve melhor resolugao.

POULIK (1957), observou, ainda que uma faixa visivel de tonalidade
marrom movia-se ao longo do gel, no sentido do catodo, a
aproximadamente 1 cm/h, sob voltagem de 6 V/cm. A melhor resolu¢io
obtida por seu sistema-tampdo foi atribuida & substituicio, durante a
corrida, de fons citrato no gel por ions borato de sé6dio origindrios dos
tanques dos eletrodos. Essa substituicdo, segundo o autor, aumentava a
Intensidade da voltagem e a velocidade de migra¢do das proteinas,
resuftando numa separagdo molecular mais nitida. O sistema no qual os
fons tamponantes do gel sdo iguais aos do tamp&o dos tranques dos
eletrodos passou a ser denominado sistema continuo e aquele onde os
ions tamponantes do gel sio distintos daqueles dos eletrodos foi
denominado sistema descontinuo.

Nesta técnica ndo se usa, costumeiramente, a descontinuidade como
nos géis de poliacrilamida e o gel apresenta um pH definido a escolha do
pesquisador. Pode-se, contudo, utilizar sistemas descontinuos, mas a
descontinuidade refere-se ao tipo de tampdo do gel em relagdo ao dos
eletrodos e seus respectivos valores de pH. Os géis de amido sao
compativeis com diferentes ions tamponantes, cobrindo uma faixa de pH
entre 2 e 11 (ALFENAS et al., 1991; GORDON, 1975).

4. Processo eletroforético

Os equipamentos necessérios para a realizagdo de uma andlise
eletroforética sio: a fonte de forca e o sistema de reservatérios de tampao
(cuba eletroforética). o

@ EMBRA?A
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_ A conecgio elétrica entre os reservatérios do ciatodo e 4nodo é feita
atfavés do gel.

No interior dos reservatérios estdo localizados os eletrodos de
platina, que estdo conectados a terminais no topo da unidade (cuba), onde
sera ligada a fonte de forca.

Geralmente, o sistema de reservatérios é totalmente fechado para
evitar choque elétricos no operador. O tampdao tem a fungdo de manter
o pH nos reservatérios e no gel e, ainda, conduzir a corrente através do
campo elétrico.

A separacdo eletroforética do tipo vertical de um grupo de
macromoléculas € realizada aplicando-se uma solugao de alta densidade
da mistura protéica no topo do gel, que serd entdo submetido & uma
corrente elétrica.

Em pH em tomo de nove, que é comumente usado na separagao
eletroforética, as proteinas, estardo carregadas negativamente. Como o
anodo esta localizado no reservatério inferior, quando a fonte é ligada e a
corrente elétrica flui através do gel, as protefnas comegcam a migrar em sua
direcdo (o 4nodo é carregado positivamente).

Normalmente, adiciona-se & solu¢do da amostra um corante
marcador ou "corante de front" {azul de bromofenol), numa concentracao
de 0.05%. O corante migrara mais rapldamente do que as proteinas. O
processo eletroforético é desenvolvido até que o corante atinja a base do
gel e, assim, pode-se afirmar que todas as macromoléculas estdo no
interior do gel. Entretanto, se estas migram muito vagarosamente, sera
necessdrio que se determine o periodo de tempo para que o corante
percorra todo o gel e, entdo, continuar o processo eletroforético por um
maltiplo desse periodo de tempo. O madltiplo exato ird& depender das
moléculas que estdo sendo separadas e s6 podera ser determinado por
tentativa.

A reacao essencial que permite a passagem da corrente do &nodo
para o catodo € a eletrolise da dgua, produzindo hidrogénio no catodo e
oxigénio no dnodo (para cada mol de hidrogénio & produzido 1/2 mol de
oxigénio). Para cada mol de eléctrons que flui pelo sistema sdo produzidos
um mol de fons hidroxila e de prétons no catodo e &nodo, respecti-
vamente. Uma maneira:pratica de verificar a perfomance do sistema é
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observar a produgado de microbolhas ao longo dos fios de platina
localizados na base dos reservatérios.

Ocasionalmente, & necessdrio um longo perfodo de tempo para que
se obtenha a separagdo desejada. Quando isto ocorre, faz-se necessario a
recirculagdo do tampdo do reservatério inferior para o superior. Esta
operagdo pode ser realizada utilizando-se uma bomba peristéltica. Tal
pratica impede que haja exaustio da capacidade tamponante do tampao,
evitando-se assim mudancas no pH (ANDREWS, 1988; CLARK & SWITZER,
1977; TAKACKS 8. KERESE, 1984).

5. Técnicas eletroforéticas

Quando o processo eletroforético € desenvolvido num Gnico gel €
denominado "eletroforese de zona' e, quando sdo utilizados dois sistemas
de géis de concentra¢bes diferentes e polimerizados um sobre o outro, o
processo é denominado ‘"eletroforese em géis descontinuos’. Ambos
processos podem ser desenvolvidos em tubos ou entre placas de vidro.

A eletroforese entre placas foi, originalmente, utilizada quando o
amido era a principal matéria-prima para o preparo de géis. Neste tipo de
eletroforese o gel (amido ou acrilamida) € polimerizado entre duas placas
de vidro em forma de quadrado ou retingulo. Os orificios ou “pogos’, onde
as amostras serdo aplicadas, sdo feitos utilizando-se um artefato de plastico
ou acrilico (pente), que é introduzido na superficie superior do gel antes de
sua polimerizacdo. Ap6s a polimerizacdo do gel, o "pente" é removido
deixando, na superficie do mesmo, os orificios onde serdo aplicadas as
amostras.

A vantagem deste tipo de eletroforese é a facilidade na comparagao
de um maior nimero de amostras experimentais, uma vez que todas as
amostras estardo presentes no mesmo gel e as condigdes da eletroforese
serdo quase constantes de amostra para amostra.
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5.1. Eletroforese em géis descontinuos

Neste processo, hd uma descontinuidade de pH. Sdo utilizados dois
sistemas de géis e um Gnico sistema tampdo nos reservatorios e na
preparacao do gel separador.

O gel separador, ou gel de corrida, € preparado com concentragdes
de acrilamida que podem variar de 5% a 20% e & nesse gel que as
macromoléculas irdo ser separadas. O tampdo utilizado para a preparacdo
deste gel & nomalmente, composto por uma amina como TRISMA e terd
o pH ajustado de maneira adequada, utilizando-se, para isto, acido
cloridrico (ALFENAS et al. 1991).

Apbs a polimerizacdo de gel separador, um segundo gel é
polimerizado sobre este e constituir-se-a em uma camada delgada de cerca
de 1,0 am. Este é denominado gel concentrador e € preparado com menor
concentracdo de acrilamida (2% a 3%). O tampdo utilizado na sua
preparagdo € também composto por uma amina. Entretanto, o pH do
tampao deve ser ajustado com HCl para um valor inferior ao do gel
separador. Geraimente duas unidades de pH abaixo do valor do pH do gel
separador.

O tampdo utilizado no preparo da amostra protéica deve ser o
mesmo usado na preparagdo do gel concentrador.

O tampdo dos reservatérios superior e inferior deve ser também
composto de uma amina e seu pH deve ser ajustado para igual ou
ligeiramente superior ao do gel separador. A glicina é normalmente
utilizada para este ajuste de pH.

Sob agdo da corrente elétrica, as moléculas migram da regido mais
porosa (gel concentrador) para a menos porosa {gel separador). Quando
penetram no gel concentrador (Tris-HCL, pH 6,8), as moléculas de proteina
concentram-se sob forma de uma banda estreita e compacta e ac passarem
para o gel separador (Tris-HCL, pH 8,9) elas separar-se-ao de acordo com
suas respectivas cargas elétricas e pesos moleculares. A migragdo dar-se-4
em direcdo ao polo positivo (4nodo).

A mobilidade das proteinas no gel é fun¢cdo do pH do meio, do
ponto isoelétrico (PI) e do peso molecular das proteinas. Assim sendo,
quanto menos eletronegativa for a molécula € quanto maior o seu peso
molecular, menor serd a sua mobilidade no gel.
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A resolu¢do pode ser melhorada através do uso de géis com
gradiente de concentragdo de acrilamida (ALFENAS et al., 1991; ANDREW,
1988; LEWIS, 1962; HAMES, 1980).

O comportamento das macromoléculas e do tampdéo, neste tipo de
eletroforese, é o seguinte: a glicina, no reservatério superior, encontra-se
tanto com carga bruta zero quanto na forma de glicinato com carga
negativa (-1). Quande o campo elétrico € estabelecido, os fons cloreto, as
proteinas, o azul bromofenol e os fons glicinato penetram no gel
concentrador e encontram uma candicdo de pH inferior (+ baixo). Haver4,
entdo, uma condi¢do de equilibrio pela formagdo de moléculas de glicina
com carga zero, as quais sdo iméveis no tampéo e no gel, criando uma
deficiéncia de ions méveis e provocando uma diminui¢io no fluxo da
comrente. Entretanto, uma corrente constante deve ser mantida através de
todo o sistema elétrico. Isto ocorre na zona situada entre os fons cloreto e
glicinato, através de um aumento na voltagem. O resultado € um gradiente
localizado de voltagem muito alta que ocorre entre os fons cloreto e
glicinato. Nestas condigdes, a mobilidade relativa dos fons e moléculas no
gel sera: Glicinato > proteina < azul de bromofenol < Cl™.

Neste intenso campo elétrico localizado, todas as proteinas aniénicas
migram rapidamente e, como o gel concentrador possui poros grandes
(menor concentragdo de acrilamida), ndo sdo barradas em sua migragao.
Se algumas das proteinas passarem por sobre os fons Cloreto, irdo diminuir
sua velocidade porque onde houver fons Cloreto ndo haverd deficiéncia
idbnica e, como nesse caso, as protefnas sobrepassaram os ions cloreto a
forca do campo elétrico desaparece. Assim sendo, as proteinas migram
rapidamente até atingirem a regido onde estido concentrados os fons
cloreto e, entdo, diminuem sua velocidade de migracdo drasticamente, O
rapido movimento das proteinas atrds do front de fons cloreto e a
diminuicdo na sua taxa de migracdo, quando aproxima-se do front, resulta
numa concentracio das mesmas sob a forma de uma falxa estreita
localizada entre fons glicinato e cloreto:

Quando a faixa protéica penetra no gel separador, sua taxa de
migracdo diminui, devido & presenca de poros menores nesse gel e isto
permite que os jons glicinato alcancem as proteinas.

Ao cruzar a interface entre os géis concentrador e separador, os fons
glicinato tormam-se completamente carregados. novamente (carga total
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igual a zero), nao havendo, portanto, deficiéncia iénica. Assim sendo, a
partir desse ponto havera um campo de for¢a constante através de todo o
gel separador e a separagdo protéica ocorrerd como no processo normal
descrito anteriormente.

A vantagem do processo descontinuo € a penetragdo das proteinas
no gel separador sob a forma de uma faixa estreita. As bandas protéicas
reveladas no gel, apés o processo, serdo muito mais compactas, o que
aumenta a resolucdo da técnica (ALFENAS, et al., 1991; ANDREW, 1988;
LEWIS, 1962; DAVIS, 1962; NEVILLE, 1971).

Um grande nGmero de sistemas-tampdo ja foram desenvolvidos e,
abrangem uma ampila faixa de pH com valores entre 3,5 e 9,5. Do mesmo
modo, encontra-se no mercado diferentes sisternas que utilizam géis
descontinuos que sdo comerdializados sob a forma de “KITs" de eletroforese
em tubos ou placas.

Algumas empresas, como a Pharmacia, dentre outras, oferece KlTs
com sistemas anddicos "Anodic Disc-Page' para proteinas dcidas ou
neutras, bem como sistemas catodicos para proteinas basicas “Catodic
Disc-Page’”.

5.2. Eletroforese em géis de acrilamida e SDS

A mobilidade das proteinas nos géls de acrilamida é fungdo de sua
carga total e do seu tamanho (peso molecular). Hipoteticamente, duas
proteinas de diferentes pesos moleculares podem migrar em direcdo ao
4nodo com a mesma taxa de migragdo, se suas diferencas, em fung¢do do
tamanho forem compensadas pelas diferengas em relagdo a carga que
possuem. Por esta razdo, a eletroforese em gel de acrilamida, utilizando
géis com um UGnico tamanho de poro, ndo poderia ser utilizada para a
separacdo de proteinas em fun¢do do seu peso molecular.

Uma segunda restricao as técnicas eletroforéticas seria quanto ao
nimero de "formas" observadas no gel. As moléculas compostas e nao
covalentemente ligadas umas as outras, ndo se separariam durante a
eletroforese. Por exemplo a RNA-polimerase (composta de trés sub-
unidades ndo idénticas) aparece como uma banda Gnica, quando
submetida aos processos de eletroforese normal ou descontinuo.
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Para solucionar este problema, pesquisadores tentaram separar uma
mistura protéica na presenca de dodeci) sulfato de sédio (SDS), que € um
detergente aniénico.

Em trabalhos preliminares, tentou-se determinar a mobilidade de 40
proteinas diferentes na presenca de SDS. Empiricamente, esses
pesquisadores observaram que a mobilidade destas proteinas era uma
fun¢do linear do logaritmo dos pesos moleculares das mesmas.

Pesquisas posteriores evidenciaram que o SDS ligava-se as regides
hidrofébicas das moléculas, promovendo assim a dissociacdo das mesmas
em suas sub-unidades componentes. O SDS também pode ligar-se a
regides carregadas negativamente de polipeptideos desnaturados e
enovelados ao acaso. Este efeito do SDS mascara cargas que, nhormalmente

estariam presentes na sua auséncia (ANDREW, 1988; NEVILLE, 1981).

O sistema de eletroforese com dodecil sulfato de sédio (SDS) &
utilizado na separagdo e caracterizagdo do numero e tamanho das cadeias
polipeptidicas das proteinas.

As proteinas devem ser previamente desnaturadas por aquecimento
em presenca de 2-mercaptoetanol e SDS. O mercaptoetanol rompe as
ligagdes dissulfeto (S-S) e os polipeptideos adquirem a carga negativa do
SDS. Assim, sua separacdo no gel dar-se-d apenas ern fun¢ao da diferenga
de seus respectivos tamanhos moleculares (peneiramerito molecular).
Marcadores de pesos molecular {proteinas de peso molecular conhecido)
podem ser usados na determinagdo do peso de moléculas protéicas
desconhecidas separadas pelo processo eletroforético.

Neste sistema, a mobilidade relativa de cada cadeia polipeptidica,
dentro de certos limites, € fungdo logaritmica de seus respectivos pesos
moléculares (CLARK & SWITZER, 1977).

Na eletroforese descontinua também pode ser utilizado o SDS. Este
procedimento apresenta grandes vantagens quando o volume da amostra
a ser aplicado excede a 10 ou 20 ul por tubo ou "po¢o” no gel.

O sistema tampdo mais utilizado na técnica de eletroforese em géis
de acrilamida /SDS foi desenvolvido por Laemmli (LAEMMLI, (964).

As razdes que explicam, precisamente, o sucesso desta técnjca nio
foram ainda completamente elucidadas, mas ela é amplamente utilizada
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nos experimentos de determinagdo dos pesos moleculares de macro-
moléculas e na determinagcdo da composigdo (sub-unidades) de proteinas
purificadas. Entretanto, ela nao deve ser considerada universal, pois tém
sido relatados alguns casos de informagdes incorretas que foram obtidas
através do emprego desta técnica.

As proteinas muito grandes e as estruturais, como o colageno,
apresentam problemas quanto a utilizagdo desta técnica (NEVILLE, 1971).

Embora a mobilidade das proteinas com pesos moleculares entre
12.000 e 70.000 daltons se comportem de maneira esperada, alguns
desvios na linearidade sdo observados, quando se plota a mobilidade
versus o logaritmo dos pesos moleculares das proteinas entre 40.000 e
20.000 daltons. Isto pode ser devido & utilizagdo de quantidades
insuficientes do agente que promove as liga¢oes cruzadas no gel, a N-N'-
metileno-bisacrilamida.

Quando esta técnica eletroforética é empregada na determinagdo do
peso molecular de uma proteina, recomenda-se a utilizagdo de, pelo me-
nos, trés ou quatro proteinas padrdo (marcadores), cujos pesos moleculares
sejam maiores e menores do que o peso molecular da proteina desco-
nhecida. Este procedimento ird fomecer um gréfico linear dos pesos
moleculares das proteinas padrdo, onde a proteina desconhecida serd posi-
cionada (comparada), para que o seu peso molecular possa ser determina-
do (NEVILLE, 1971).

Alguns cuidados devem ser observados quando utiliza-se a
eletroforese em gel de acrilamida contendo SDS. Os sais de potéassio
devem ser evitados e os sais de sédio devem ser utilizados no lugar
daqueles, pois o dodecil sulfato de potéassio é qudse insoltvel. Entretanto,
o dodecil sulfato de s6dio é insolGvel em temperaturas abaixo de 10°C.

5.3. Eletroforese em géis de agarose e acrilamida

O método mais recente e refinado em eletroforese é a utilizacio de-
géis complexos de acrilamida e agarose. Esta variacdo na técnica permite
a separagao de moléaulas com peso molecular muito elevado (superior a
200.000 daltons), como por exemplo as moléculas de &cidos nucleicos. Os
géis de acrilamida pura com poros suficientemente grandes para
permitirem a migragdo dessas moléculas, teriam de ser preparados com
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uma concentracdo muito baixa de acrilamida (< 2,5%) e, assim, ndo se
polimerizariam, inviabilizando sua utilizagao.

Poros maiores e menos rigidos sdo conseguidos através da adi¢do de
agarose ao géis de acrlamida. A agarose, um polissacarideo linear,
desempenhara a fungdo de suporte fisico no gel de acrilamida. Os géis de
agarose-acrilamida sao obtidos pela dissolugdo de agarose (0,05%
concentracdo final) em agua fervente, seguida de repouso até que a
solugdo resfrie-se e atinja a temperatura de 40°C. Nesta temperatura, sdo
adicionados 0s outros compornentes necessarios para a formagdo do gel de
poliacrilamida desejado. A mistura € entdo transferida para os tubos ou
placas, conforme desejado, os quais devem ser previamente aquecidos.
O resfriamento deste gel é semelhante dquele dos géis de agar. Géis
rigidos e altamente porosos sdo formados, mesmo na presenga de baixas
concentragdes de acrilamida (0,5%).

A acrilamida deve polimerizar-se antes do endurecimento da
agarose. Caso a agarose endurega primeiro, pode ocorrer a formagdo de
gel com superficie irregular, o que promovera a separagdo inadequada das
macromoléculas.

Os géis de agarose-acrilamida tém sido utilizados na separagao
eletroforética de moléculas com alto peso molecular como por exemplo
RNA (1 x 10° daltons) e DNA (23,3 x 10° daltons). Estas moléculas sdo
normalmente separadas e seus pesos moleculares empiricamente
determinados através da utilizagdo de géis de agarose/acrilamida
(ANDREWS, 1988; TAKACS & KERESE, 1984).

5.4. Eletroforese bi-dimensional ou de focalizacao
isoelétrica

Diversos autores tém afimmado que amostras contendo mais de 5.000
proteinas podem ser adequadamente separadas em "espécies’ individuais
de cada proteina utilizando-se a eletroforese bi-dimensional. Para a
execugao desta técnica, é necessdrio que a amostra seja submetida & uma
‘focalizagdo Isoelétrica’ prévia em gel de 1,0 mm de didmetro em tubo
capilar. A focalizagdo isoelétrica é realizada de maneira semelhante a
eletroforese, exceto sob o aspecto dos anféteros serem eletroforizados
através do gel antes da aplicacgio da amostra, afim de que seja
estabelecido um gradiente de pH entre eles.
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Quando as proteinas moverem-se em direcdo a4 base do tubo,
encontrardo, continuamente, um ambiente de pH crescente. Ao
atravessarem esse gradiente de pH, atingem, em algum ponto, um pH
correspondente ao seu ponto isoelétrtico. Neste ponto a carga total da
proteina serd igual a zero e ela interompe seu movimento no campo
elétrico, ao qual esta sendo submetida. Concluida a focalizagdo isoelétrica,
o gel deve ser cuidadosamente removido do tubo capilar e colocado na
superficie superior do gel de acrilamida em placa vertical.

A amostra "focalizada’ serd entdo submetida & eletroforese em gel de
acrilamida-SDS, promovendo-se, assim, uma nova separagdo das proteinas,
mas agora em fungdo de seus pesos moleculares.

Como ponto isoelétrico e peso molecular de uma proteina ndo tém
nenhuma relacdo, & possivel obter-se uma melhor separa¢do das proteinas
utilizando-se estas propriedades.

As proteinas serdo separadas na direcio horizontal através da
focalizagio isoelétrica e, na vertical, pela eletroforese em placas contendo
gel de acrimamida-SDS.

Diferentes metodologias foram desenvolvidas utilizando-se essa
técnica. Assim, recomenda-se uma primeira separagdo em gel homogéneo
seguido de outra separagio em gel com gradiente. O mais popular e
versdtil sistema é aquele que utiliza a focalizagio isoelétrica como uma
primeira separagao, seguida pela eletroforese em placas contendo gel de
acrilamida-SDS com gradiente (CHOPRA, 1982).

5.5. Elefroforese capilar

O uso de microcapilares na eletroforese foi introduzido em meados
dos anos 60, por Tisellius. Os constantes esfor¢os no desenvolvimento de
novas e sofisticadas técnicas analiticas, tais como a "capillary zone
electrophoresis’ (CZE) e a “capillary Isoelectric focusing' (CIEF), introduzidas
por Hjertiem, em 1985, oferecem maior eficiéncia e menor tempo do que
o tradicional método de focalizagido isoelétrica em géis. Estas técnicas
mostram-se altamente promissoras na separacio de proteipas e
biopolimeros (CROMPTON & BROWNLEE, 1988).

Atualmente, o grande sucesso destas técnicas analiticas advém da
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assoclagdo de duas técnicas altamente sofisticadas: a cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) e a eletroforese em capilares. A técnica
denominada eletroforese capilar de alta performance (HPCE), relGne as
vantagens das duas que deram-ihe origem. Utiliza pequenas quantidades
de amostra, agua como solvente ao invés dos solventes orgdnicos e, como
na técnica de HPLC, permite a recuperagao das amostras. Com o emprego
da HPCE tem-se alta resolucdo além de maior sensibilidade e rapidez das
andlises, tomando-se uma das técnicas mais promissoras para a andlise de
biomoléculas (BIORAD, 1983; EBY, 1989; MAZZEO & KRULL, 1992).

6. Detecgcao das macromoléculas separadas
pela eletroforese.

Para a utilizagdo das técnicas de eletroforese em gel de polia-
crilamida foi necessario o desenvolvimento de métodos que permitissem
a visualizacdo das macro moléculas separadas nos géis (ALFENAS et al.,
1991; FERNANDEZ-PATRON et al., 1992). Dentre as técnicas de coloragdo
existentes, aquela que utiliza o "coomassie brilliant blue R-250" € a mais
difundida.

6.1. Coloragcao com “coomassie blue"

O "coomassie blue", substituiu o ‘amido black” na coloragdo de
proteinas nos géis. O processo requer a fixagdo prévia das proteinas,
durante 12 horas, em solu¢do de acido sulfosalicilico a 20%. A fixagcdo das
proteinas pode também ser feita utilizando-se solugdo de acido
tricloroacético (TCA) a 12%. Apés a fixagdo, os géis sdo corados com
solucdo aquosa de ‘coomassie blue' a 0,25%. O tempo de coloragdo
depende da concentragdo de acrilamida no gel utilizado. Normalmente, o
processo de coloragdo varia de uma a duas horas.

A coloragao em excesso resulta na retencao de "background” entre
as bandas protéicas. O excesso de corante pode ser removido através de
sucessivas lavagens do gel com solugdo de dcido acético glacial a 7%.
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Uma variagdo deste método consiste na fixagcdo e coloragdo
simultinea das protelnas. Uma solugdo é preparada dissolvendo-se 1,25g
de "coomassie blue" numa mistura de 454ml de metanol a 50% e 46ml de
dcido acético glacial. Esta solugdo corante deve ser filtrada antes de ser
utilizada. Os géis serao mergulhados nesta solugdo por um periodo de até
duas horas, dependendo da concentragdo do gel.

A descoloragao dos géis € realizada através de sucessivas lavagens
com solugdo composta de acido acético glacial, metanol e &agua
(50:200:750ml). Os géis descorados devem ser guardados em solugdes de
&cido acético entre 7,0% e 7,5%.

Os géis também podem ser descorados eletroforeticamente. Os géis
corados sdo recolocados em tubos ou placas e, entdo, submetidos a uma
segunda eletroforese com tampdo cuja concentragdo seja mais elevada do
que aquela utilizada no preparo do gel. Este procedimento reduz o tempo
de descoloragdo e a coloragdo de fundo ("background') entre as bandas
protéicas.

6.2. Coloracdo com nitrato de prata

O método de coloragio utilizando o nitrato de prata é cerca de 100
vezes mais sensivel do que o método que utiliza o "coomassie biue’, para
a deteccdo de proteinas separadas em géls de poliacrilamida.

Este método é composto de vérias etapas que sdo descritas a seguir:

1. o gel deve ser embebido em solugdo de glutaraldeido a 10%, por 30
minutos;

2. Enxaguar o gel com 1000ml de dgua destilada, por 10 minutos. Trocar
a 4gua de lavagem mais duas vezes. Deixar o gel embeber na dGltima
agua de lavagem por, pelo menos, duas horas. Recomenda-se esta
embebicao pelo periodo de uma noite (12 horas);

3. apo6s a drenagem da agua de embebigdo, embeber o gel na solugao
amoniacal de prata (coloragdo). Para preparar 100m! desta solugdo,
adicionar 1,4mi de hidroxido de amoénia (NH,OH) a 21ml de solugdo
de hidroxido de sédio (NaOH) a 0,36%. Sob agitagdo vigorosa,
adicionar vagarosamente 4,0mi de solugdo de nitrato de Prata (AgNO,)
a 19,4%. Um precipitado instavel pode se formar. Ap6s sua dissolugio,
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adicionar o volume de dgua destilada necessdrio para completar o
volume da solugdo corante (100ml). Para obter uma coloragdo
adequada e evitar a aderéncia do gel as paredes do recipiente de
coloragdo, a quantidade de solugdo corante utilizada deve ser suficiente
para que o gel flutue na mesma. Para evitar a deposicdo da prata sob
a superficie do gel, esta etapa de coloragdo ndo deve ultrapassar 15
minutos e deve ser realizada sob agitagdo do recipiente contendo o gel
e a solucdo corante. Como a solugdo amoniacal de prata pode tomar-se
explosiva com a evaporagdo, deve ser descartada imediatamente ap6és
sua utilizacdo;

4. decorrido o tempo de coloragdo, remover o gel da solugao corante e
transferi-lo para outro recipiente contendo agua destilada, também em
volume suficlente para que o gel flutue. Deixar o gel na 4gua por dois
minutos sob agitagao; e

5. em seguida, transferir o gel para o outro recipiente contendo solugao
recém preparada de acido citrico 0,005% e formaldeido 0,019%. A
solugdo de formaldeido € preparada a partir de "solugdo mde" de
formaldeido a 38% contendo 10% a 15% de metanol. As proteinas
coradas tornar-se-do visiveis nesta Gltima etapa do processo. Normal-
mente, o gel é removido dessa solugdo, quando um “background"
escuro comega a formar-se. Entretanto, as bandas protéicas muito
delgadas apenas tornam-se visiveis quando um forte "background” &
formado.

Apds esta etapa o gel deve ser lavado por, pelo menos, uma hora,
sob agita¢do, procedendo-se a troca da dgua de lavagem por tés vezes.

Os géis super-corados podem ser descorados utilizando-se solugao
preparada com fixador rapido Kodak, diluido em agua destilada na
propor¢io de 1:4. E conveniente que a descoloragdo seja realizada apés a
quinta etapa do processo de coloragdo, ou seja, antes do processo de
lavagem do gel.

A descoloragdo pode ser interrompida retirando-se o gel do
recipiente contendo a solugdo descorante e transferindo-o para outro
recipiente contendo solugdo hipo/clarificante Kodak, também preparada
numa diluigdo 1:4, com &gua destilada.
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Nos géis cuja concentragdo de acrilamida & superior a 10% o
"background’ formado pode ser excessivamente escuro. Entretanto, este
problema pode ser minimizado fazendo-se uma pré-fixagdo do gel,
utilizando uma solugio de metanol a 50%, contendo 10% de acido acético.
A fixacdo deve ser feita por 30 a 60 minutos. Ap6s a fixacdo, a solugdo
fixadora € descartada e o gel devera ser entdo embebido, por 12 horas, em
uma solugdo contendo 5% de metanol e 7% de &cido acético,

6.3. Técnicas fluorescentes

Existem dois métodos fluorescentes para deteccao de proteinas
separadas em géis. O primeiro e mais sensivel, utiliza a fluorescamina, um
composto ndo fluorescente que reage especificamente com aminas
primarias originando um produto fluorescente. Este método pode ser
utilizado ap6s a separagdo das proteinas no gel, ou antes da eletroforese,
se o gel a ser empregado na separagdo contiver SDS.

Embora haja uma correlagio direta entre a intensidade de
fluorescéncia observada e a concentragdo de grupos amino, o grau de
fluorescéncia ndo pode ser considerado como uma medida quantitativa da
concentragao protéica devido & variagdo no conteddo de lisina existente
nas proteinas e, também, porque ocotre uma redugdo na fluorescéncia com

o passar do tempo.

O problema desta técnica, quando utilizada antes da eletroforese, no
caso de géis contendo SDS, reside no fato da fluorescamina reagir com as
proteinas de baixo peso molecular, que contém grandes quantidades de
lisina. Esta ligagdo da fluorescamina com as proteinas de baixo peso
molecular altera o peso molecular das mesmas e, nestas condigoes, a
determinacdo do peso molecular de proteinas através da eletroforese fica
comprometida.

O segundo método de detecgcao de proteinas em géis, empregando
reagoes de fluorescéndia, utiliza o sulfonato de anilino-naftaleno (ANS) sob
a forma de um sal de magnésio, ndo fluorescente em agua, mas que
apresenta fluorescénda intensa quando dissolvido em solventes orgdnicos,
ou quando se liga as regides hidrof6bicas superficiais das proteinas. Esta
técnica € menos sensivel e requer desnaturagio prévia das proteinas, o
que € conseguido através da incubagio do gel por dois a cinco minutos em
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solugdo 3 N de acido doridico. Em seguida, o gel € incubado com solugao
tampao do reagente de fluorescéncia (ANS) para a posterior detecgdo das
bandas protéicas fluorescentes. ‘

Esta técnica pode ser, também, empregada sem a prévia desna-
turagdo protéica prévia, o que ird permmitir a recuperagao das proteinas em
sua forma nativa, separadas no gel. Entretanto, na auséncia de desna-
turacido &acida hd uma redugdo de 10 a 20 vezes na sensibilidade do
método.

6.4. Visualizagdao de enzimas através de reacoes com
substratos especificos

O método mais especifico para detecgdo ou visualizagdo de
protefnas é aquele que localiza uma enzima em particular no gel. A maioria
desses métodos consiste no acoplamento de uma rea¢do catalizada
enzimaticamente (direta ou indiretamente) com uma reagiao quimica que
formara um produto (composto quimico) insolGvel e intensamente
colorido.

As vantagens desses métodos sdo a rapidez na qual as enzimas sdo
visualizadas e a espedificidade. Entretanto, podem ocorrer dois problemas.
O primeiro seria a possibilidade de ocorrer coloragdo ndo especifica e o
segundo seria a instabilidade da colora¢do das bandas no gel. No primeiro
caso, recomenda-se reagdes comprobatodrias com outros substratos e no
segundo, que se faca um registro permanente do gel através de fotografia,
ou que se proceda a leitura do mesmo em densitdmetro.

6.5. Visualizacao de macromoléculas

Nestas técnicas sdo utilizados o azul de alcian para corar
glicoproteinas, o brometo de etidio para corar DNA e o azul de metileno
e a pironina para corar RNA. Um corante relativamente novo foi,
genericamente, denominado de “corante total” devido a sua capacidade de
corar a maioria das macromoléculas. Este corante, uma carbociamina
catiénica, cora o RNA de violeta azulado, o DNA de azul, as proteinas de
vermelho, os mucopolissacaridios acidos de vérias nuances do azul ao
violeta e as fosfoproteinas de azul. Atualmente, é 6 corante mais utilizado
na coloragdo de RNA.
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6.6. Detecgdo de macromoléculas radioativas

A principal desvantagem dos métodos de coloragio € a
impossibilidade de quantificacdo das proteinas separadas e coradas no gel.
A ndo ser que o laboratério possua um densitdmetro para proceder a leitura
dos mesmos. Com a utilizagdo da técnica de deteccdo de macromoléculas
marcadas o problema de quantificagdo fol superado. Além da quantificacdo
de macromoléculas a utilizagdo combinada de técnicas radioquimicas e
eletroforéticas tem facilitado muito o estudo das vias metabdlicas da
sintese de macromoléculas, bem como dos mecanismos de controle destas
vias. Ap6s a separacdo eletroforética, as macromoléculas radioativas
podem ser detectadas de trés maneiras. A primeira e mais antiga delas, é
através de autoradiografia, onde o gel, depols de seco entre duas folhas de
papel celofane é colocado sobre um filme de raio X e pressionado entre
duas placas. ApSs um periodo de tempo de exposi¢do apropriado o filme
de raio X & retirado e revelado. Assim, as éreas do filme que ficaram em
contato com o material radioativo sdo expostas. E um método de custos
reduzidos e especialmente Gtil para comparagdes qualitativas de proteinas
separadas em géis de placa.

Para uma quantificagdo precisa, o gel deve ser dividido em pequenas
porgoes corespondentes ds bandas protélcas separadas no mesmo e a
radioatividade presente, em cada porgio, deve ser determinada em
espectrometro de cintilagdo. Os géis a serem analisados devem ser
congelados e, entdo, fatiados com o auxilio de equipamento préprio, que
possui ldminas e espacadores entre as mesmas, que regulam a espessura
dos cortes (até 1Tmm de espessura). Ap6s o corte, as fatias do gel sdo
removidos das l&minas com o auxilio de agulhas proprias e transferidas
para os frascos do cintilador. Para a determinagdo da radioatividade, faz-se
necessario a dissolu¢do prévia do gel de pollacrilamida com solugao de
peréxido de hidrogénio a 30%, ou com base quatermnaria como solueno ou
protosol a 37°C por 12 a 16 horas. Apo6s a dissolugdo do gel, o fluido de
cintilagdo é adicionado e a radioatividade determinada.

O emprego deste método &€ parcialmente comprometido pelo fato
do peréxido de hidrogénio ser um forte oxidante e agente carbonizante.
Este inconveniente pode ser contornado através da substituicio mol a mol
da N, N' - metileno-bisacrilamida, na. composi¢do dos géis, pela N, N'-
dialiltartarodiamida (DATD). Com esta substituicdo de componentes, os
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géis tomam-se sollveis em solu¢do de acido periddico a 2%, num periodeo
de duas a trés horas, em temperatura ambiente. O 4cido periédico, nesta
concentracdo, ndo reage com o liquido de cintilagdo nem oxida a amostra.

Entretanto, quando o DATD é utilizado, a polimenizagdo completa
do gel requer um periodo de tempo duas a trés vezes maior do que
quando a bis-acrilamida & utilizada e, em géis cuja concentragdo € inferior
a 10%, ndo ocorre a relagdo linear entre a mobllidade e o log do peso
molecular das proteinas separadas nesses géis. Em géis com concentragao
igual ou superior a 0%, a migragdo das proteinas é idéntica dquela quando
a bisacrilamida € utilizada, ou seja, hé relagdo linear entre a mobilidade e
o log do peso molecular das proteinas que estdo sendo separadas.

Uma maneira mais elaborada de fracionar os géis é através da
utilizagdo de um autodivisor de géis. Neste equipamento as 'fatias"
longitudinais do gel, correspondentes a cada conjunto de proteinas
separadas (cada "po¢o"), sdo introduzidas em um tubo de vidro e, com o
auxilio de pistdo, sdo forcadas a passar por uma tela de malhas finas
localizadas na extremidade do tubo de vidro. Os fragmentos de gel
resultantes sdo lavados por uma corrente (fluxo) de solugdo tampao
bombeada através da tela por uma bomba ‘“tipo seringa”. Como resultado,
tém-se uma solugdo com particulas que representam, acuradamente, a
disposi¢do das macromoléculas no gel. Esta solugdo, contendo as particu-
las, € coletada em frascos, num coletor de fragées, de modo que cada
frasco contenha particulas do gel com Imm a Zmm de espessura. Apos a
coleta das fragdes, Iml de dgua destilada é adicionado a cada frasco que,
em seguida, sdo congelados para facilitar a elulcdo das proteinas do gel.
Na seqliéndcia, o liquido de cintilacdo é adicionado e a radioatividade, em
cada frasco, é determinada. O fato do gel ndo ser solubilizado, ndo ird
interferir no processo de dete:minagdo da radioatividade porque o material
radioativo (macromoléculas) ndo estara no gel e sim dissolvido no Ruido.
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7. Consideracoes Finais

O rapido desenvolvimento das técnicas de eletroforese advém,
principalmente, dos altos investimentos na pesquisa e desenvolvimento de
aparelhos, técnicas analiticas e suas aplicagdes, realizados pelas grandes
companhias especializadas.

Atualmente, pode-se adquirir no mercado diferentes sistemas de
eletroforese integrados ou modulares, com altissima eficiéncia, como por
exemplo o HPE (High perfomance Electrophoresis), todos informatizados,
inclusive com “softwers" préprios para as analises (REDMAN 8. JACOB,
1991).

Entretanto, até o momento, nenhuma empresa desenvolveu o
equipamento adequado a todas as aplicagdes. Assim sendo, encontra-se
disponivel no mercado uma diversidade de modelos com diferentes
performances para escolha, segundo as necessidades do usudrio.
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