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ELUICAO DE PROTEINAS DE GEL DE POLIACRILAMIDA: DESCRIGAO DE METODOLOGIA
SIMPLES E ECONOMICA.

Vera BONGERTZ

RESUMO

Descreve-se uma metodologia simplificada para a eletroeluicao quantitativa de
proteinas de gel de poliacrilamida. Apos coloracaoc do gel pelo Coomassie Brilliant
Blue K 250, os componentes identificados sac recorvados e as proteinas eluida:
do gel por um procedimento desenvolvido para uso em aparelho de eletroforese

vertical em tubos.

UNITERMOS: Poliacrilamida: Eletroeluicac; Proteinas.

INTRODUCAQC

A técnica de eletroforese em gei de poliacri-
lamida em presenca de dodecil sulfato de sodic
(SDS-PAGE) desenvolvida por LAEMMLI® ¢
amplamente utilizada para a andlise de protei
nas de uma mistura complexa, pois permite &
separacao dos componentes da mistura de acor-
do com 0 seu peso molecular. Aplicando a esta
técnica o procedimento descrito por BOULARD
& LECROISEY?, a producao de anticorpos pod«
ser obtida utilizando diretamente os fragmentos
recortados do gel. A anadlise funcional das protei
nas individualizadas, tais como a determinacac
da atividade enzimatica ou da afinidade por an
ticorpos ou lectinas, foi viabilizada pela associla-
cao da técnica de Western blot” ao SDS-PAGE.
Recentemente, ABOU-ZEID et al.” produziram
antigenos ligados a particulas de nitrocelulose
capazes de estimular linfécitos, baseando-se na
técnica de TOWBIN".

Estas metodologias, embora oferecam gran-
de resolucao, nao foram desenvolvidas para a
caracterizacao quimica ou biologica de protei-

nas, ou mesmo para a obtencao de antigenos
purificados, utilizados em Radioimunoensaio ou
outro método de imunodiagnéstico.

Para a eluicao de proteinas identificadas em
gel de poliacrilamida, diversos métodos foram
descritos na literatura. baseando-se nos princi-
pios de difusao* ou de eletroforese?,

O procedimento de eletroeluicao quantita-
tiva aqui descrito ¢ uma modificacao da técnica
de HANAOKA et al®, desenvolvida para evitar
a necessidade da aquisicao de novos aparelhos,
tornando-a, desta maneira. mais simples e eco-
nomica

MATERIAL E METODOS

A separacao eletroforética das proteinas a
serem estudadas foi feita pelo método de SDS-
PAGE, seguida de revelacao pelo corante
Coomassie Brilliant Blue R250°.
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O aparelho de eletroforese vertical em tubos
utilizado foi o sistema GE 2/4, Pharmacia, Labo-
ratory Separation Division, Uppsala, Suécia.

Eluicao das proteinas do gel de poliacrilamida.

a) Tubos de vidro de paredes finas adequados
para uso em aparelho de eletroforese verticalem
tubos, como os utilizados rotineiramente para
a confeccao de pipetas Pasteur, sido estirados
e aspontascortadas de modo a formar pequenas
constric¢coes de ambos os lados, tornando o dia-
metro cerca de 2 mm menor do que o original.

b) Estes tubos sao colocados em posicao vertical
em um recipiente de fundo chato, no qual é verti-
do uma solucao de poliacrilamida a 10% em vo-
lume suficiente para permitir que esta penetre
nos tubos até uma altura de cerca de 1 cm.

c) Apos a polimerizacao, retira-se os tubos deste
recipiente e adapta-se a extremidade com polia-
crilamida, uma membrana de dialise (Spectra/
Por,didmetro 6 mm, Thomas Scientific, Swedes-
boro, NJ, USA) com cerca de 8§ cm de compri-
mento, reforcando a ligacao da membrana de
dialise ao tubo de vidro com parafilme (Parafilm
“M”, American Can Company, Greenwich, CT,
USA) e com um pequeno anel elastico de cerca
de 2 mm de largura recortado de um tubo de
borracha.

d) Mantendo-se o tubo em posicao vertical de
modo a ficar a membrana de didlise para cima,
adiciona-se cerca de 1 ml de tarhpao de corrida
e, apos verificacdo da auséncia de bolhas de ar,
fecha-se a membrana com uma presitha (“extre-
midade inferior”).

e) Em seguida, adapta-se a extremidade livre
uma membrana de dialise com cerca de 2 cm
de comprimento, reforcando a ligacao com para-
filme. (*‘extremidade superior’’).

f) Introduz-se este conjunto no aparelho de ele-
troforese, até que a borda superior do tubo de
vidro esteja nivelada com o orificio do aparelho.

g) Preenche-se entao o tubo de vidro com tam-
pao de corrida inserindo nos mesmos os frag-
mentos recortados do gel que contém a proteina
a ser eluida (Fig. 1).

-

]

Fig. 1 — Tubos preparados para eletroeluigao: ia) antes

b) apds acondicionamento na camara de tampdéo supe

rior do sistema de eletroforese GE 2/4 (Pharmacia

h) Segue-se a eletroforese convencional, aplican-
do-se uma corrente continua constante de 2 mA
por tubo.

RESULTADOS

Nas condic¢bes descritas, a elui¢cao total das
proteinas ocorre em aproximadamente 16 horas.
O término da eluicdo ¢ indicado pela migracao
total do azul de Coomassie dos fragmentos de
gel para a membrana de dialise inferior (Fig. 2).
O rendimento da eletroeluicdo, avaliado apos
precipitacao dos eluatos pela aceton;ﬂ, variou
de 75 a 92%, para o isolamento de proteinas de
soros de animais infectados por Leishmania do-
novani. Neste trabalho (manuscrito em prepara-
c¢ao), foram isoladas proteinas de peso molecular
aproximado 19, 31, 40, 70, 98, 110 e 145 KDa,
rotineiramente. Os rendimentos menores (75 a
82%) foram obtidos quando concentrac¢des infe-
riores a 2 ug de proteina estavam presentes no
gel a ser eluido (isolamento da banda de albu-
minabovina do padrao de peso molecular Sigma
SDS-7) e/ou quando o peso molecular da pro-
teina foi superior a 80 KDa (isolamento das ban-
das de peso molecular 98, 110 e 145 KDa). Con-
{roles foram efetuados eluindo-se albumina de
soro bovino em concentragoes de 5 a 1000 ug
por tubo, obtendo-se igual rendimento em trés
experiéncias consecutivas.

Para a obtencio de proteinas livres do deter-
gente SDS, a poliacrilamida empregada para fe-
char a extremidade inferior do tubo de vidro de-
vera conter uma concentracdo de 6 M de uréia,
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como descrito por HANAOKA et al.®. Neste caso,
para permitir a retirada quantitativa do SDS,
o0 volume de poliacrilamida/uréia introduzida
devera ocupar cerca de 50% da altura do tubo
de vidro.

DISCUSSAO

O procedimento apresentado foi desenvol-
vido para permitir o uso da técnica de eletroe-
luicdo quantitativa desenvolvida por HANAO-
KA et al.® utilizando somente material ja dispo-
nivel no laboratério. Basicamente, um tubo de
vidro adequado para aparelho de eletroforese em
tubo foi fechado em sua extremidade inferior
com poliacrilamida. A poliacrilamida polimeri-
zada permite livre passagem de eletrolitos e pro-
teinas mas retém solidos. As proteinas, carrea-
das pela corrente de eletrolitos, passam pela po-
liacrilamida e sao retidas na membrana de dia-
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lise inferior. A membrana de dialise superior tem
a funcao de evitar a contaminacao com quais-
quer substancias eventualmente presentes no
tampao de eletroforese, de peso molecular supe-
rior ao limitado pelos seus poros (exclusao usa-
da: 12 KDa). Desta maneira, pode-se reutilizar
o tampao de corrida, o que implica em uma eco-
nomia consideravel.

Experiéncias em andamento demonstraram
que as proteinas assim eluidas mantém sua imu-
nogenicidade e sua antigenicidade (manuscrito
em preparacao). Entretanto, para a obtencao de
proteinas livres de SDS, o tratamento com uréia
podera eventualmente ser indicado, como por
exemplo na recuperacao de enzimas ativas do
gel de SDS-PAGE. Verifica-se, entretanto, que
o volume de acrilamida contendo uréia a ser co-
locado no tubo devera ser aumentado para que
possibilite a total renaturacao da proteina elui-
da dos fragmentos de gel, o que implica na neces-
sidade de preparar um numero maior de tubos
de eluicao.

O procedimento apresentado para eluicao
de proteinas de gel de poliacrilamida demons-
trou ser uma técnica quantitativa, simples e de
aplicacao direta sem necessitar a elaboragao de
aparelhagem especifica.

SUMMARY

Elution of proteins from polyacrylamide gels:
a simple and economic procedure.

A simplified methodology for the quantita-
tive electroelution of proteins from polyacryla-
mide gels is described. After staining with
Coomassie Brilliant Blue R 250, the identified bands
are excised from the gel and the proteins eluted
using a procedure developed for use in conven-
tional tube gel electrophoresis equipment.
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