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Electroforese de proteinas plasméticas

- Interpretacéo do proteinograma -



CONSIDERACOES GERAIS

A electroforese é a designacdo genérica de um método que tem como objectivo a
separacao e identificacdo dos constituintes de uma fase sdélida com carga, em suspensao

numa fase liquida tamponada, quando se Ihe aplica um campo eléctrico continuo.

Principio fundamental

As particulas carregadas electricamente deslocam-se hum campo eléctrico para o
eléctrodo de sinal contrario; ides positivos (catides) para o catodo e ides negativos (anides)
para o anodo.

Os aminoacidos, os peptideos ou as proteinas apresentam caracter anfotérico devido
a coexisténcia, em cada molécula, de fun¢bes acidas (-COOH) e basicas (-NH2). Assim, as
substancias anfotéricas, em meio &cido, comportam-se como bases fracas, captando ides
H*, e, em meio alcalino, pelo contrario, actuam como &cidos fracos, libertando protdes.

Raramente os grupos -NH2 e -COOH existem em numero igual na forma livre. Neste
caso, € ainda mais raro que estes grupos funcionais sejam ionizados igualmente [pK
(COOH) = 2,4 e pK (NH2) = 9-12]. Assim, cada molécula anfotérica possui 0 seu ponto
isoeléctrico caracteristico. O ponto isoeléctrico é o pH em que uma substancia ndo se
desloca sob a influéncia do campo eléctrico, ou seja, é electricamente neutra, (tendo o
mesmo numero de cargas positivas e negativas).

As propriedades do meio liquido s@o essenciais na separacao electroforética: o pH, a
forca idnica, a viscosidade, a constante dieléctrica, a temperatura, conjugam as suas
accOes para conferir a espécie molecular que se pretende separar, a mobilidade
electroforética dependente do campo eléctrico do meio tamponado.

A carga eléctrica das proteinas do soro depende do pH do meio. Se o pH € superior ao
ponto isoeléctrico, a proteina fica com carga negativa e migra para o &nodo, mas se o pH é
inferior ao ponto isoeléctrico, a proteina é carregada positivamente e migra para o catodo. A
velocidade de migracdo das proteinas na electroforese € directamente proporcional a sua
carga eléctrica e inversamente proporcional ao seu peso molecular. A deslocacdo das
particulas é ainda influenciada pela forca idnica do meio (nUmero de iBes do meio) e pela
temperatura. Deste modo, numa electroforese mantém-se constantes o pH e a forca idnica

do meio, através de uma solugcédo tampao.



MODALIDADES DE ELECTROFORESE

1) Electroforese livre (de Tiselius), realizada em meio liquido
2) Electroforese de zona ou de suporte, realizada sobre diversos materiais de suporte:
a) Papel de filtro
b) Agarose
c) Acetato de celulose
d) Gel de amido

e) Poliacrilamida

Electroforese de zona

Na electroforese de zona, utilizada em bioquimica clinica, a fase aquosa é estabilizada
sobre um suporte poroso impregnado de solugdo tampédo condutora. A maior aplicagédo
deste processo diz respeito ao fraccionamento das proteinas e lipoproteinas séricas e

acessoriamente as urinarias e raquidianas.

A electroforese inclui 3 fases:

12 fase- electroforese propriamente dita, em que h& separacdo das diferentes fraccbes
proteicas.
22 fase- revelacao (coloracéo e lavagem dos meios de suporte)

3?2 fase- leitura (avaliagcdo quantitativa das diversas fracgoes).

Quando colocamos as proteinas do soro num campo eléctrico com meio a pH 8,6
(tampéo veronal ou de Michaelis), elas comportam-se como anides e deslocam-se portanto

para o pélo positivo (pl albumina= 4,5; pl y-globulina= 7,5).

Podemos, em seguida, revelar a electroforese, utilizando corantes especificos,

conforme queremos evidenciar:

a) Apenas as cadeias peptidicas — usa-se um corante especifico, por exemplo, o amido-

schwartz (negro de amido), e obtemos um proteinograma ;



b) As fraccbes glucosidicas das glicoproteinas — usa-se um corante para glacidos, por
exemplo, o Mac. Manus (reagente de Shiff) e obtemos um glucidograma

(glicoproteinograma );

c) As estruturas lipidicas das lipoproteinas — usa-se um corante para lipidos, por

exemplo, o negro de Sudéo, e obtemos um lipidograma (lipoproteinograma ).

PROTEINOGRAMA ELECTROFORETICO — Aplicabilidade clin ica

Num proteinograma, observam-se 5 zonas de migracdo, ou bandas, em que a mais
anibénica corresponde a albumina (menor peso molecular e maior carga eléctrica negativa) e
as seguintes, respectivamente, as globulinas a1, a2, B e y. Os valores normais destas

fracgcBes proteicas no soro (em %) sao:

Albumina 57,1-743%

Globulina a1 29-57%
" a2 5,7 - 10,0 %
" B 10,0-12,9 %
" y 10,0 - 20,0 %

A Albumina é a proteina plasmatica que existe em maior quantidae e tem funcdes
importantes como a regulacdo da presséo oncaética e o transporte de moléculas.

Das 01 globulinas fazem parte, entre outras, proteinas importantes da fase aguda da
inflamacdo como é o caso da (1 antitripsina.

Do grupo das 02 globulinas fazem parte proteinas como a haptoglobina, a a2
macroglobulina e a ceruloplasmina.

A transferrina e o fibrinogénio sdo exemplos de proteinas plasméaticas que migram na
banda das 3 globulinas.

Das y globulinas fazem parte as proteinas responsaveis pela resposta imune
(imunoglobulinas, IgG, IgA, IgM, IgD, IgE).

O proteinograma electroforético € solicitado na pratica clinica como auxilio diagnéstico,
permitindo avaliar o estado funcional do individuo.

Estéo descritos perfis electroforéticos “tipicos” de determinadas situacdes clinicas.

No caso de tumores produtores de plasmdécitos (plasmocitomas) este tipo de estudo

permite identificar o tipo de proteina que é segregada pelas células tumorais.



Muitas doencas neoplasicas, metabdlicas e infecciosas estdo associadas a um
distirbio ndo especifico das proteinas séricas, caracterizado por hipoalbuminémia e
aumento da concentracdo de a-globulina.

A andlise electroforética das proteinas do liquido céfalo-raquideo € um exame
laboratorial atil no diagnéstico de varias doencas neurolégicas. Pode dar indicacdo de
alteracdo da integridade da Barreira Hemato-Encefalica e ainda do funcionamento celular
do Sistema Nervoso Central, nomeadamente se existe ou ndo sintese intratecal de

proteinas, como por exemplo, de Ig G, na esclerose multipla.

DESCRICAO DA TECNICA

1) Depésito da amostra (soro, LCR, urina) sobre a linha de partida : Deposita-se a
amostra num ponto do suporte e faz-se passar uma corrente continua através deste. A
"natureza do suporte" é variavel, em funcdo da separacdo que se pretende efectuar. Na
maior parte das vezes procura-se a separagao das cinco grandes familias proteicas do soro

sanguineo, utilizando-se entdo como suporte o acetato de celulose.

2) Migracgdo electroforética : As proteinas migram em funcdo da carga e dos factores
atrds referidos parando em diferentes zonas, obtendo-se uma separagdo na forma de
"bandas". A designada "mobilidade electroforética" exprime a velocidade de migracdo das
particulas e, consequentemente, a distancia de migracdo relativamente ao ponto de
aplicacdo em funcdo do campo eléctrico. A superficie carregada da particula, em contacto
com o0 meio liquido tamponado, rodeia-se de uma camada de iBes cuja concentracdo e
mobilidade variam em relacdo com numerosos factores, nomeadamente, a ionizacao

variavel dos grupos carboxilo e amina das proteinas.

3) Fixacao e coloracdo das frac¢Bes proteicas.

4) Integracdo das bandas coloridas - obtencéo do perfil electroforético por leitura
num densitometro a determinado comprimento de onda. A cada banda corresponde um pico
cuja altura é proporcional a intensidade da coloragdo e cujo integral da superficie é
proporcional a quantidade relativa de proteinas. Assim, num soro normal desenha-se um
perfil electroforético com cinco picos, correspondentes a cada uma das fracgfes proteicas:

albumina, a1-globulina, a2-globulina, B-globulina e y-globulina.



5) Expressdo dos resultados - os resultados de uma electroforese devem ser
sempre acompanhados do teor de proteinas totais do fluido biolégico estudado. Assim, sera
possivel exprimir por cada banda colorida e pela superficie abrangida por cada pico, o
coeficiente de reparticdo em relacdo ao conjunto, facto que permite o célculo de cada

fraccdo em g/l, conhecendo o teor de proteinas totais.

Tabela | - VALORES NORMAIS* DAS PROTEINAS DO SORO P LASMATICO E SUAS
PROPORCOES

Média (g/dl) Limites Ns | Média (%) Limites Ns (%)
(g/dI)

ALBUMINA 4,5 4,0-5,2 64,3 57,1-74,3
GLOBULINAS 2,5 19-2,7 35,7 27,1 - 38,6
GLOB. a 0,79 0,6-0,9 11,3 8,6 —12,9
GLOB. a1l 0,31 02-04 4,4 2,9-57
GLOB. a2 0,48 0,4-0,7 6,9 5,7-10,0
GLOB. 0,81 0,7-0,9 11,6 10,0 -12,9
GLOB.y 0,90 0,7-14 12,9 10,0 - 20,0
TOTAL 7,0 6,0-8,0

ALB/GLOB 1,8 1,4-27

*OS VALORES NORMAIS PODEM VARIAR CONSOANTE O LABORATORIO QUE R EALIZA A ANALISE

Nas globulinas vy, individualizaram-se imunologicamente diversos tipos, que se
designam, actualmente, como sistema das globulinas y, ou simplesmente, sistema das

imunoglobulinas: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE.




Aplicacdes Clinicas da Electroforese

Todos os fluidos biolégicos contém uma mistura heterogénea de proteinas. A
electroforese tem sido aplicada ao estudo de proteinas séricas, proteinas da urina,
proteinas do liquido céfalo-raquideo, lipoproteinas e glicoproteinas séricas.

A analise electroforética das proteinas séricas ou proteinograma electroforético €
um exame frequentemente requisitado na pratica clinica diaria, devido ao seu valor no
auxilio do diagnéstico de variadas doencas. O aspecto global do perfil electroforético é por
vezes suficiente para referenciar de imediato algumas anomalias proteicas caracteristicas
de diferentes entidades nosoldgicas.

A electroforese desempenha um papel importante, por exemplo, no diagnéstico de
mieloma multiplo, macroglobulinémia, enteropatia exudativa, sindroma nefrético, cirrose,
sarcoidose e variadas doencas do colagéneo. Muitas doencgas neoplasicas, metabdlicas e
infecciosas estdo associadas a um distarbio ndo especifico das proteinas séricas,
caracterizado por hipoalbuminémia e aumento da concentracdo de a-globulina. Por
exemplo, o proteinograma sérico na cirrose hepatica apresenta alteracdes Uteis para o
diagnostico (Fig. 1). A par com uma diminuicdo da sintese hepética da albumina, ha, em
simultdneo, uma subida nas proteinas que migram nas frac¢bes B e y (0 caracteristico
“planalto B- y’) por diminuicdo da catabolizagdo das globulinas no figado cuja funcéo esta
deficiente (insuficiéncia hepatica). No caso do sindrome nefrotico, had perda de proteinas
pelo rim, sede inicial desta doenca. Simultaneamente, da-se a producdo de proteinas
inflamatorias, que migram normalmente na fracgdo a2-globulina e que originam um pico no
proteinograma.

A anadlise electroforética das proteinas do liquido céfalo-raquideo é um exame
laboratorial Gtil no diagndstico de vérias doencas neuroldgicas. Pode dar indicacdo de
alteracdo da integridade da Barreira Hemato-Encefalica e ainda do funcionamento celular
do Sistema Nervoso Central, homeadamente se existe ou ndo sintese intratecal de
proteinas, como por exemplo, de Ig G, na esclerose multipla.

Quase todas as proteinas do liquor provém do soro. Exceptuam-se a 8, a y (gama)
e a 1 (Tau) globulinas, a proteina basica da mielina e a proteina fibrilhar glial que séo de
sintese intratecal. Entram por pinocitose através dos endotélios capilares e a velocidade de

entrada depende do ponto isoeléctrico das proteinas.



Segundo Thompson ( 1988) o proteinograma electroforético do liquor pode

apresentar os seguintes padroes:

1 — Padrdo de aumento de entrada das proteinas plas maéticas:

Resulta num aumento das proteinas totais no LCR e o padrdo electroforético fica
semelhante ao do plasma.

Como as proteinas totais atingem niveis muito altos, a pré albumina e a tau tornam-
se menos proeminentes (diluem-se). As proteinas plasmaticas de alto peso molecular
aumentam (IgM, B; e ay).

Ex: - AlteracBGes da barreira por aumento da permeabilidade das células endoteliais;

- Alteragfes na reabsorcdo por obstrucdo no espaco subaracnoideu.

2 — Padrao secundario a altera¢cfes nas proteinas pl asmaticas:
As alteracGes detectadas no proteinograma sérico aparecem também no perfil do

liquor. Ex: Disproteinémias — Gamapatias monoclonais — Mieloma multiplo.

3 — Padrao de producdao intratecal de imunoglobulina  s:
Nalgumas doencas o liquor apresenta aumento da gama-globulina (particularmente
IgG) enquanto os niveis plasmaticos sdo normais. Nestes casos h& evidéncia de que foram
sintetizados no LCR.
Ex: Esclerose multipla;
Panencefalite esclerosante subaguda (doenca pés-sarampo)

4 — Padréo degenerativo :
Num grupo muito heterogéneo de doencas neurolégicas (doenca vascular,
Alzheimer, etc) tém-se encontrado altera¢cdes na concentragdo de 3; globulinas e fraccéo

tau. No entanto, dada a heterogeneidade das patologias, estas alteracbes sdo pouco

especificas.



Proteinograma electroforético Normal:

Fraccdoaq;:
a,-microglobulina
o,—antitripsina
a,—glicoproteina ac.

Fraccdoa,: Fraccaof: Fraccéoy:.
a,-macroglobulina Transferrina IgG, IgA, IgM, IgD, IgE
Ceruloplasmina B-lipoproteina Paraproteinas
Haptoglobina B,-microglobulina  (crioglobulinas)
o—fetoproteina Complemento C3

Proteina C-reactiva

Albumina o, o, P Y

Proteinograma electroforético Anormal:

1 a2 B %

Alb. a

FRACCAO (%) g/dl Valores Referéncia

Albumina 36,6 3,4 4,0-5,2
al 3,1 0,9 0,2-04
02 10,9 1,0 0,4-0,7
B 18,6 1,7 0,7-0,9
Y 30,8 2,8 0,7-1,4
Total 9,8 6,0 - 8,0

AIG 0,58 14-2,7

Fig. 1- Perfil electroforético das proteinas do soro sanguineo de um doente com cirrose
hepatica (diminuicdo da albumina, aumento das gamaglobulinas, planalto beta-gama). Em

baixo esta representado o gel respectivo.
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PROTOCOLO DE BANCADA - 72 AULA PRATICA

ELECTROFORESE DAS PROTEINAS PLASMATICAS

- Marcar as tiras de acetato e mergulha-las lenta e cuidadosamente em tampao deixando
embeber pelo menos durante 2 horas ou, de preferéncia, de um dia para 0 outro no
frigorifico.

- Deitar 500 ml de tampao frio em cada um dos compartimentos da tina e liga-la durante 15
minutos a 200 V para estabilizar.

- Encher os pocos do porta-amostras com 0s soros ou plasmas a analisar.

- Retirar as tiras do tampé&o, enxugé-las entre 2 folhas de papel de filtro e colocé-las nas
pontes respectivas.

- Mergulhar os aplicadores nas amostras e fazer uma aplicacao prévia sobre papel de filtro
para verificar o bom funcionamento do aplicador.

- Mergulhar de novo nas amostras e aplicar sobre o0 acetato deixando permanecer durante +
10 segundos.

- Abrir a tina, introduzir as pontes com as tiras, fechar, verificar de novo a voltagem (200 V)
e deixar correr durante 50 minutos.

- Retirar as tiras de electroforese, cortar as pontas do acetato e corar em Ponceau S a 0,5
% (em TCA a 5 %) durante 6 minutos.

- Lavar em 2 banhos sucessivos de acido acético a 5 % até o acetato ficar branco.
- Desidratar em Metanol cerca de 4 minutos.

- Retirar do Metanol, deixar ao ar uns segundos e colocar em solugéo diafanizadora durante
5 minutos.

- Escorrer as tiras e aplica-las sobre laminas de vidro cuidadosamente lavadas com alcool e
secas.

- Secar em placa térmica ou estufa a 50-60 C duran te £ 10 minutos.

- As tiras sao lidas em densitdmetro a 525 nm.



