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Introducgao

A eletroforese € uma técnica bioquimica versatil, relativamente simples, rapida e de
grande poder informativo. Introduzida por Tiselius em 1937, a qual foi inicialmente
realizada em meio liquido, sendo posteriormente aperfeicoada com o emprego de um
meio-suporte (Acquaad, 1992). Na década de 1950, a técnica recebeu impulso e
aperfeicoamento, a partir dos experimentos de Smithies (1955) e de Hunter & Market
(1957), havendo forte aceitagao nas décadas posteriores, tornando-se indispensavel
nas mais diversas areas da biologia molecular.

Segundo Torggler et al. (1995), antes do uso da eletroforese o estudo da variagao
genética em populagdes naturais era limitado, pois dependia da identificagdo de
mutantes recessivos raros, que, quando em homozigose, apresentavam mudangas
morfoldgicas visiveis.

E aplicada na analise de enzimas, de proteinas e acidos nucléicos e tem sido
amplamente usada em estudos de taxonomia, bioquimica, fisiologia e genética
humana, de plantas, de animais e de microrganismos. Em virtude de seu acervo
informativo, apresenta grande potencial para caracterizagao e identificagao de fungos,
bactérias, virus, nematoides, cultivares e linhagens de plantas resistentes a estresses
bidticos e abidticos, em estudos de interagdo patégeno-hospedeiro, além das inumeras
areas da genética médica e forense (Tanksley & Orton, 1983; Alfenas et al., 1999;
Acquaad, 1992; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Atualmente, a eletroforese esta sendo usada para determinagao e caracterizacao de
moléculas de acidos nucléicos, tanto DNA como RNA. Recentes progressos na
tecnologia do DNA recombinante, no mapeamento de fragmentos e no
sequenciamento de nucleotideos, oriundos de fragmentos de acidos nucléicos, tém
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permitido avangos expressivos e maior precisdo dos resultados (Elder & Southern,
1983; Walker & Rapley, 1999).

Principios da técnica de eletroforese

A eletroforese consiste na migracdo de moléculas ionizadas, de acordo com suas
cargas elétricas e pesos moleculares em campo elétrico (Fig. 1). Moléculas com carga
negativa migram para o pélo positivo (dnodo) e moléculas com carga positiva migram
para o polo negativo (catodo). A carga liquida das moléculas € fungdo somatdria dos
aminoacidos que as constituem. Em razao das proteinas serem substancias anfoéteras,
ou seja, capazes de adquirirem carga positiva ou negativa em fungao do pH, é
indispensavel manter constante o pH do meio durante a eletroforese, pelo uso de
solucdes-tampao.
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Fig. 1. Representagcado esquematica da eletroforese.

O sistema-tampao usado consiste em duas partes: o tampé&o do gel usado na
preparagao do gel e o tampao do tanque, ou cuba eletrolitica, na qual se encontram os
eletrodos (anodo e catodo). Nos tampdes dos tanques e do gel, a corrente elétrica é
conduzida por ions, e nos eletrodos, por elétrons. Na presenga de um sistema-tampao
adequado, a hidrdlise da agua, que se da na superficie dos eletrodos, permite a troca
entre elétrons e ions.

A eletroforese pode ser conduzida em solugdo com gradiente de densidade ou em
diferentes meios-suporte, tais como papel de filtro, silica gel, membranas de acetato de
celulose, gel de agarose, amido ou poliacrilamida, entre outros. O suporte deve ser
quimica e fisicamente inerte, de modo a nao interferir na mobilidade das moléculas. No
caso de eletroforese em géis, especialmente de poliacrilamida, a migragcéo das
moléculas é profundamente influenciada pelas malhas (poros) do gel.



Em relagéo a géis de poliacrilamida ou agarose, a porosidade do gel determina o poder
de resolugéo das bandas, sendo este geralmente decorrente do grau de polimerizagao
entre os monémeros. Géis de poliacrilamida sao frequentemente usados para analises
de alta resolugao (sequienciamento de DNA/RNA) em analises protéicas e
isoenzimaticas que requeiram maior definicdo das bandas. Géis de agarose também
sdo amplamente usados na separagcao de DNA/RNA (Walker & Rapley, 1999).

Para que a técnica funcione, deve ser desenvolvida sob voltagem (V), corrente (I) e
poténcia (W) constantes, fornecidas por uma fonte apropriada de energia que tem por
principio converter a corrente alternada em corrente continua. Além disso, depende de
varios fatores, muitos deles oriundos da maneira e das condi¢cdes que a técnica é
conduzida, embora algumas condi¢gdes minimas sejam requeridas para seu sucesso.

A velocidade da migragao da molécula é proporcional ao campo elétrico e a sua carga
liquida e é inversamente proporcional ao seu raio, a distancia entre os dois eletrodos e
a viscosidade do meio. Uma vez que cada molécula possui sua prépria carga e seu
préprio tamanho, ela se deslocara sempre numa determinada distancia de campo
elétrico num dado espago de tempo. Assim, se uma amostra for submetida a
eletroforese, espera-se que cada molécula se concentre numa estreita faixa (banda) no
gel. A medida que as moléculas migram no campo elétrico, a resisténcia da solucéo
geralmente aumenta.

A temperatura também é fator a ser considerado. Quanto mais alta a voltagem ou a
intensidade da corrente, maior sera o aumento de temperatura. No caso de
eletroforese de isoenzimas, temperaturas elevadas podem desnaturar as enzimas, o
que, eventualmente, resulta na perda da atividade enzimatica. Visando a manter a
temperatura baixa durante a eletroforese, o gel pode ser resfriado com auxilio de uma
coluna de agua fria, em dispositivo apropriado inserido na cuba ou efetuando-se
corrida em ambiente refrigerado a 4 °C.

Para que haja migracdo das moléculas, empregam-se extratos protéicos, DNA, RNA
ou qualquer outro tipo de amostra obtido por macerac¢ao do tecido, a ser analisado, em
solugdes-tampao apropriadas. Quantidades minimas sdo necessarias para separagao
das moléculas que sao aplicadas no gel e submetidas a eletroforese. A seguir, os géis
sdo removidos das placas (gel de poliacrilamida) ou fatiados (gel de amido) e
revelados, visando detectar a presenca de proteinas totais, enzimas especificas, DNA
ou RNA.

Para proteinas, geralmente os géis sao imersos numa solugao de “coomasie blue”,
como corante, e, para enzimas, 0s geis sao incubados em solucéo especifica,
contendo os componentes (substrato, coenzimas, solugao-tampao e sais) necessarios
para a revelacao das bandas de atividade enzimatica. O conjunto das bandas nos géis
€ denominado Zimograma, que pode ser representado por fotografias ou esquemas.

No caso de moléculas de DNA ou de RNA, varios sdo os sistemas de revelagao das
bandas. Estes sdo consequéncia dos corantes usados. Quando se usa o corante
brometo de etidio no gel ou na amostra, a detecgcao das bandas é feita através da
fluorescéncia, emitida por esse corante, em presenca da luz ultravioleta. Pode-se,
também, detectar as bandas através de radioatividade, de nitrato de prata e de
quimiluminescéncia. A escolha é feita a partir do tipo de técnica que se deseja
empregar ou da conveniéncia e praticidade em cada laboratorio (Fig. 2).
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Fig. 2. Diferentes sistemas de revelagado dos géis: a) brometo de etidio; b) nitrato de
prata; c) raio — X; d) quimiluminescéncia; e) coomasie blue e f) fast blue BB salt, a e
naftil acetato.

Sistemas de eltroforese

Quanto a posi¢ao do gel, o sistema de eletroforese pode ser vertical ou horizontal (Fig.
3), e, quanto a porosidade, pode ser continuo ou descontinuo. No sistema continuo, o
gel é de porosidade uniforme e o tampao usado na sua preparagao € o mesmo
empregado na cuba eletrolitica. No descontinuo, ha dois sistemas de géis: o gel
concentrador e o gel separador, e a solugdo-tamp&o empregada no preparo dos géis e
das amostras é diferente da do tampao usado na cuba (Hames, 1981; Alfenas et al.,
1999).

A eletroforese também pode ser realizada de forma unidirecional ou bi-direcional. No
primeiro caso, a passagem da corrente elétrica da-se em sentido unico, enquanto que
no segundo, sdo emitidos pulsos elétricos em mais de um sentido.
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Fig. 3. Sistemas de eletroforese quanto a migragdo das amostras: A e B —horizontal, C
e D — vertical.

Aplicacdes em analises enzimaticas

As isoenzimas tém sido amplamente empregadas como marcadores genéticos, e suas
aplicagdes vao desde a genética de microrganismos até a genética humana.
Apresentam-se como marcadores interessantes para o estudo genético, porque elas
sdo o produto primario dos genes estruturais. Mudangas na sequéncia de bases
codificadoras, na maioria dos casos, resultardo em mudancas na estrutura primaria da
proteina correspondente (Scandalios, 1979; Shields et al., 1983).

Isoenzimas separadas eletroforeticamente tém sido usadas para a reconstrucédo da
histéria evolutiva das espécies, sendo, por outro lado, uma ferramenta taxonémica
capaz de caracterizar variantes individuais de uma espécie, apresentando grande valia
na sistematica de ragas, espécies e géneros estreitamente relacionados.

Analises eletroforéticas em plantas e animais mostram que padrdes de isoenzimas e a
intensidade relativa dos eletromorfos s&o espécie-especifica para 6rgaos ou tecidos e
para estadio de desenvolvimento. O estadio de desenvolvimento em que as
isoenzimas aparecem ou desaparecem refletem a ativacéo ou repressao de genes que
controlam a sintese das enzimas.



Aplicagdes em analises protéicas

A grande maioria das analises protéicas é realizada através do sistema de eletroforese
denominado SDS, na qual se usa o detergente dodecil sulfato de sédio (“sodium
dodecyl sulfate”). Basicamente, a proteina é desnaturada por aquecimento na
presenca de 2-mercaptoetanol, que rompe as liga¢des dissulfeto, e os polipeptidios
adquirem a carga negativa do SDS. A separagao no gel da-se unicamente pela
diferenca dos pesos moleculares (Alfenas et al., 1999).

Um exemplo importante de eletroforese nas analises protéicas € um grupo de
proteinas de reserva do trigo, constituidas por subunidades de gluteninas de alto e
baixo peso molecular. Essas subunidades auxiliam na escolha de gendtipos de trigo
com maior potencial para panificacdo. Apresentam-se poliméricas e representam a
classe de proteinas que mais contribui para a viscoelasticidade na produgao da massa
de panificagdo. Sao codificadas por genes do loco Glu-1 localizados no brago longo
dos cromossomos 1A, 1B e 1D. Desse modo, € amplamente aceito que a qualidade
tecnologica de trigo é determinada, principalmente, pela fragdo das proteinas do gréao
que formarao o gluten, a qual é extremamente influenciada pelos alelos dos locos que
codificam essas proteinas, revestindo-se de grande importancia pratica identificacao
desses alelos (Payne et al., 1984; Caldeira et al., 2000).

Aplicagcoes em anadlises de DNA e RNA

A partir da ampla variedade de estratégias de separagao de proteinas disponivel, a
eletroforese tornou-se o primeiro principio explorado para separag¢ao de fragmentos de
DNA e RNA. A migragao eletroforética de acidos nucléicos € amplamente empregada
em técnicas de biologia molecular, para separar, isolar e manipular fragmentos de
DNA/RNA.

Tais moléculas sao relativamente simples quimicamente, de modo que apenas
tamanho, conformacao e composi¢ao de duplex podem ser usados para manejo
eletroforético. O sentido da migragao dos acidos nucléicos é sempre em diregao ao
anodo ou pélo positivo, pois possuem carga total negativa decorrentre de seus
grupamentos de fosfato. Além disso, em presenca de tampdes adequados, que
permitem a desnaturacédo das conformacgdes secundarias ou terciarias, fragmentos
lineares pequenos, bem como fitas simples, migram mais rapidamente do que os
longos e os de fita dupla (Walker & Rapley, 1999).

Os autores acima destacam que varias sédo as técnicas eletroforéticas usadas na
separacao dos fragmentos de DNA/RNA. A eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) emprega gradientes de desnaturantes quimicos, a eletroforese
em gel com gradiente de temperatura (TGGE) refere-se a gradientes de temperatura e
a eletroforese em gel com campo em pulso/inverso (PFGE/IFGE) refere-se a
gradientes elétricos.
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