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RESUMO

A eletroforese € uma técnica laboratorial simples que fraciona proteinas presentes
em diversos tipos de fluido, levando em consideracéo suas cargas elétricas e/ou seu
peso molecular. A técnica utiliza forcas eletroforéticas e eletroendosmdéticas, onde
um pélo positivo (Anodo) e outro negativo (catodo) geram um potencial elétrico, que
promove a migracdo proteica, gerando diferentes bandas, representadas por
albumina e globulinas alfa, beta e gama. Dois métodos de eletroforese séo utilizados
atualmente, sendo eles: a eletroforese convencional por zonas e a eletroforese
capilar. No primeiro método, as proteinas migram através dos poros presentes em
suportes como acetato de celulose, gel de agarose ou poliacrilamida, formando
zonas de proteinas no eletroforetograma. Ja no segundo, as proteinas séo
separadas pelo seu tamanho e por outras propriedades fisico-quimicas, através do
fluxo em um tubo capilar. Na medicina veterinaria, além de ser empregada na
clinica, contribuindo com o diagnostico e 0 prognostico de varias doencas, a técnica
tem sido utilizada em diversas outras areas, apresentando ampla aplicabilidade em
situacdes distintas. Desta forma, o objetivo do presente trabalho é apresentar uma
breve revisdo sobre a eletroforese de proteinas, destacando as principais técnicas
existentes e proteinas fracionadas, além de sua aplicacéo e importancia na medicina
veterinéria.

PALAVRAS-CHAVE: Fracionamento proteico, medicina veterinaria, proteinograma.
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ELECTROPHORESIS: CONCEPTS AND APPLICATIONS

ABSTRACT

Electrophoresis is a simple laboratory technique that fractionates proteins present in
various types of fluid, taking into consideration its electrical cargo and / or its
molecular weight. The technigue uses electrophoretic and eletroendosmotic forces,
where a positive pole (anode) and negative (cathode) generate an electrical
potential, which promotes protein migration, generating different bands, represented
by albumin and alpha, beta and gamma globulins. Two electrophoresis methods are
currently used, namely: conventional electrophoresis by zone and capillary
electrophoresis. In the first method, proteins migrate through the pores present in
substrates such as cellulose acetate, agarose or polyacrylamide gel, proteins that
perform zones in the electrophoretogram. In the second, proteins are separated by
size and other physical and chemical properties, flow through a capillary tube. In
veterinary medicine, in addition, it can be used in the clinic, contributing to the
diagnosis and prognosis of various diseases. The technique has been used in
several other areas, having broad applicability in different situations. Thus, the
objective of this paper is to present a brief review of the protein electrophoresis,
highlighting the main existing technical and fractionated proteins, as well as their
application and importance in veterinary medicine.

KEYWORDS: Protein fractioning, proteinogram, veterinary medicine.

INTRODUCAO

As proteinas sdo macromoléculas organicas nitrogenadas, formadas por
cadeias polipeptidicas de aminoacidos. Podem ser polares ou apolares, dependendo
do pH da molécula, que € determinado pela distribuicdo elétrica resultante das
ligacOes covalentes ou i0Gnicas de seus grupos estruturais (ECKERSALL, 2008). A
palavra proteina vem do grego “proteos”, sugerida pelo quimico holandés Mulder no
século XIX, que significa o primeiro, por estar relacionada com a forma béasica da
estrutura corporal, ja que € um componente universal de todos os tecidos, tanto
vegetais quanto animais (HARPER et al., 1982; TORRES FILHO, 2008).

Os aminoécidos, unidade basica das proteinas, possuem uma estrutura em
comum, constituida de um grupo amina, um grupo carboxil e um radical, chamado
grupamento lateral. Este dltimo fornece identidade ao amino&cido. As diferentes
guantidades e combinacdes presentes em uma molécula de proteina, confere a ela
peso e carga elétrica distinta (ECKERSALL, 2008).

Nesse sentido, a eletroforese é uma técnica laboratorial simples que utiliza a
corrente elétrica para promover a separacdo de moléculas carregadas, como
proteinas e acidos nucleicos. A migracdo das particulas ocorre por diferenca de
carga elétrica e por peso molecular, de forma que moléculas menores migram mais
rapidamente que as maiores. A eletroforese, que inicialmente era quase que
exclusiva do meio cientifico, tem sido cada vez mais utilizada na rotina laboratorial
por fornecer informacdes Uteis sobre o estado geral do paciente, além de contribuir
com diagnostico e prognéstico de varias enfermidades, bem como, com o
estadiamento das mesmas (MCPHERSON, 2011). Além de auxilio clinico, a
eletroforese também é utilizada na industria alimenticia colaborando com a deteccao
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de adulteracdo e fraudes de alimentos de origem animal (SOUZA et al., 2000;
EGITO et al., 2006; LEITE & NICOLAU, 2006; DAGUER et al., 2010).

Com o passar dos anos, distintas técnicas para o fracionamento de
proteinas foram desenvolvidas e melhoradas, facilitando o emprego em varias
situacdes, permitindo com isso, a analise de multiplos tipos de amostra. Atualmente,
sdo conhecidos cinco tipos de eletroforese, cada qual com especificacbes e
utilidades, mas todos com um bom desempenho no fracionamento de proteinas.
Uma grande quantidade de proteinas sdo encontradas no soro, como anticorpos,
enzimas, fatores de coagulacdo, carreadores de moléculas, e muitas outras. A
analise das proporcdes dessas proteinas apos o fracionamento oferece informacdes
importantes sobre os aspectos fisiologicos, possibilitando a correlagdo diante de
variacdes patologicas (VAVRICKA et al., 2009). Desta forma, o objetivo do presente
trabalho € apresentar uma breve revisdo sobre a eletroforese de proteinas,
destacando as principais técnicas existentes e proteinas fracionadas, além da
aplicacao e importancia na medicina veterinaria.

HISTORICO

O termo proteina” origina-se da palavra grega “proteos”, que significa
“essencial” e foi utilizado pela primeira vez em 1839, quando Mulder notou que essa
substancia estava presente tanto na matéria animal quanto vegetal. Panum
conseguiu em 1851 separar uma fracdo de proteina usando uma técnica de
precipitacdo com acido acético, que posteriormente, em 1862, foi denominada de
“globulina” por Schimidt. Kuhne foi o primeiro cientista a conseguir separar duas
fracbes proteicas, utilizando o anidro carbbnico e o acido acético para fazer a
precipitacdo destas, intitulando as fragcées de “paraglobulina” e “alcalialbuminato”,
respectivamente. Estas foram denominadas, em seguida, de “seroglobulina”, por
Weil e Hynius. No final do século XIX, Mehu, um quimico francés, desenvolveu
alguns métodos para a medi¢cdo dos componentes proteicos no sangue. Ele publicou
em 1878, um método para quantificar o que chamou de albumina ou albuminoides
(TORRES FILHO, 2008).

Os fundamentos da eletroforese tém origem nos estudos de Michaelis, no
ano de 1909, quando este percebeu que proteinas se moviam quando submetidas a
um campo elétrico, podendo ser separadas em fracdes. Por anos, alguns cientistas
como Sverdberg e Scott (1924), Sverdberg e Tiselius (1926) e Theorell (1935)
trabalharam para aperfeicoar a técnica (BURTIS & ASHWOOD, 2001). Entretanto, a
base para a eletroforese de proteinas utilizada nos dias de hoje foi fundamentada
em um método desenvolvido em 1937 pelo bioquimico sueco Arne Tiselius,
ganhador do prémio Nobel. Seu trabalho cientifico relatava o fracionamento das
proteinas séricas por eletroforese, realizada na época em equipamentos similares
aos de baterias de automoveis, onde as separagfes das fragdes ocorriam em meio
liquido. Esse tipo de eletroforese foi denominada de “eletroforese de fase liquida” e
foi introduzida como meio de auxilio ao diagnéstico clinico. Porém, por ser de
aplicacao dificil e onerosa, ficou restrita a area cientifica em apenas algumas
instituicées de pesquisas (TISELIUS, 1937).

Em 1949, Linus Pauling e colaboradores publicaram na revista Science o
fracionamento eletroforético da hemoglobina S usando a eletroforese em papel filtro.
Apesar de precisar de 12 a 18 horas para fracionar proteinas, essa técnica foi

empregada no uso laboratorial para analises especificas nos estudos de proteinas
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séricas, lipoproteinas e hemoglobinas (PAULING et al., 1949). Entretanto, a técnica
tinha a desvantagem de ter baixa reprodutibilidade. Somava-se a isso que o papel
utilizado, por ndo ser transparente, dificultava a quantificacéo das fracbes proteicas
(LANDERS, 2008).

Um modelo revolucionario para a época foi desenvolvido pelos imunologistas
franceses Curtis Willians e Pierre Grabar, em 1953. A técnica permitia a separacéo
das fracbes proteicas a partir da precipitacdo dos anticorpos. Foi nomeada de
imunoeletroforese e destacava-se das outras técnicas por utilizar uma fina pelicula
de gel de agar espalhado sobre laminas de vidro como suporte. Esse método foi
aperfeicoado para outros tipos de proteinas como enzimas, lipoproteinas e
hemoglobinas, permitindo a quantificacéo por densitometria, apresentando excelente
reprodutibilidade e sensibilidade, além de um curto tempo de quatro horas para a
corrida eletroforética. Entretanto, problemas com o grau de impureza do gel de
agarose estavam interferindo nos resultados. Este fato possibilitou, a partir de 1970,
a padronizacdo de meétodos industriais para a purificacdo do gel de agarose
(NAOUM, 2012).

A descoberta do gel de agarose proporcionou avancos da técnica de
eletroforese. Varios tipos de amostras como soro, plasma, liquor ou hemolisado de
hemoglobinas eram utilizados para o exame, e isso no mesmo suporte de gel, o que
tornava a técnica mais pratica e viavel na rotina laboratorial. A avaliagdo quantitativa
das fracdes foi favorecida com o desenvolvimento desta técnica e o0 uso de
densitdmetro. A utilizacdo do gel de agarose estimulou ainda a elaboracéo de outros
tipos de géis, como o gel de amido (1955) e o de acrilamida (1959). Destes, apenas
o gel de acrilamida foi adaptado e melhorado. O gel de amido caiu em desuso por
dificultar a corrida eletroforética, ja que levava cerca de 15 horas, além de necessitar
de refrigeracédo (JEPPSON et al., 1979).

A partir do gel de acrilamida foi desenvolvido o gel de poliacrilamida, que
nada mais é que uma polimerizacdo vinilica da acrilamida e da bisacrilamida. O
resultado dessa reacdo é um gel com caracteristicas fisicas ideais para uma
eletroforese altamente seletiva, como densidade, elasticidade, transparéncia e
tamanho dos poros. Mesmo apresentando esse alto grau de resolugéo, o uso dessa
técnica € economicamente dispendioso para a rotina de analises de amostras,
sendo mais utilizado em pesquisas cientificas (NAOUM, 2012).

Graham e Grunbaum, buscando desenvolver técnicas mais praticas para a
realizacdo da eletroforese na rotina laboratorial criaram, em 1963, o método para
fracionamento de proteinas e enzimas utilizando como suporte o acetato de
celulose. Tal técnica obteve éxito no meio cientifico por ser simples, barata e por
permitir excelente grau de separacdo e quantificacdo das fracbes proteicas. O
suporte de celulose foi melhorado, tendo os poros gelatinizados, ficando conhecido
como celogel (RICHES & KOHN, 1987).

No inicio da década de 1960 outra técnica de eletroforese foi desenvolvida
usando o gel de agar ou poliacrilamida e uma sustancia chamada de anfolito. Esse
novo produto misturado ao gel produzia um gradiente de pH entre os pélos positivo e
negativo, criando faixas milimétricas de pH em ordem crescente. Ao se aplicar
amostras que contém diferentes proteinas com pHs especificos nesse gel, ha uma
reacdo entre estas proteinas com o0 correspondente anfotérico, levando a
precipitacdo. Tal método recebeu o nome de eletroforese de isofocalizagéo, e tem
sido empregada em pesquisas e rotina laboratorial por apresentar alto grau de

resolucao no fracionamento proteico (NAOUM, 2012).
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Uma das ultimas técnicas a ser desenvolvida foi a técnica de eletroforese
capilar, em 1986, por Lauer e Mc Manigill, onde uma corrente eletrosmoética € criada
dentro de um tubo capilar conectado a dois reservatorios contendo solu¢do tampao,
onde um representa o anodo e o outro o catodo. Sob acdo de corrente elétrica a
amostra se movimenta no interior do tubo, onde héa interacdo das cargas elétricas
das proteinas da amostra com os ions da solucdo tamp&o. Tal processo promove 0
fracionamento proteico, formando, dentro do tubo, pequenas micelas,
posteriormente identificadas por um detector especifico que registra em graficos a
posicdo e a concentracdo de cada proteina. Essa técnica tem uma vasta aplicacao,
por fracionar desde moléculas pequenas até as mais volumosas e complexas, como
proteinas e acidos nucleicos, de forma rapida e eficiente (SPUDEIT et al., 2012).

DEFINICAO

O termo eletroforese € usado para descrever a migracdo de uma particula
carregada sob influéncia de um campo elétrico, permitindo a separacdo dos
diferentes tipos de proteinas séricas ou plasmaticas, determinando as propor¢des
relativas. Sob condi¢bes de corrente elétrica constante, a forca de deslocamento de
uma particula é resultado da carga efetiva, da molaridade do tampédo e da
resisténcia do meio usado como suporte (agar, acetato, gel capilar). Como as
proteinas possuem cargas positivas e negativas, a mobilidade eletroforética
diretamente proporcional a carga da particula e inversamente proporcional a
viscosidade do meio (ECKERSALL, 2008).

A técnica de separacdo de proteinas utiliza forcas eletroforéticas e
eletroendosmaoticas, onde um polo positivo (dnodo) e outro negativo (catodo) geram
um potencial elétrico. Este potencial promove a migracdo das proteinas em direcao
ao anodo e, dependendo do peso molecular e da carga elétrica, percorrem
distancias distintas, gerando diferentes bandas, representadas por albumina,
globulinas alfa e beta e gama. As fracfes separadas sao observadas a partir de um
corante sensivel a proteinas e quantificadas por densitometria ou eluicdo. Os
resultados sédo expressos em percentagem de concentracdo das diversas fracoes e
em forma grafica. A taxa de migracdo das proteinas pode ser afetada pelo pH, forca
ibnica e composicao do sistema tampéao usado (MCPHERSON, 2011).

No momento, existem dois métodos para a realizagdo da eletroforese. Na
eletroforese convencional por zonas as proteinas migram através dos poros
presentes em suportes como acetato de celulose, gel de agarose ou poliacrilamida,
formando zonas de proteinas no eletroforetograma. Ja na eletroforese capilar as
proteinas sdo separadas pelo tamanho e por outras propriedades fisico-quimicas,
através do fluxo em um tubo capilar. Por apresentar alta resolucdo esse metodo
permite a separacdo de bandas poucos visiveis nos outros métodos, resultando em
um padrao de seis bandas proteicas (TORRES FILHO, 2008).

[N

PRINCIPIOS FISICO-QUIMICOS DA ELETROFORESE
A eletroforese consiste em empregar uma corrente elétrica continua para
separar 0os componentes do sangue, urina, liquor e outras solu¢gdes. Quanto maior a
corrente, maior sera a velocidade com que as moléculas de proteinas se moverao, ja
gue os aminoacidos que as compdem possuem em sua composicao cargas elétricas
positivas ou negativas. Dessa maneira, as moléculas com carga negativa migram
para o polo positivo, as moléculas com carga positiva migram para o pélo negativo e

as que apresentam cargas elétricas equilibradas permanecerdo estaticas. As
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proteinas de menor peso molecular irdo migrar mais rapidamente que as de maior
peso (O'CONNELL et al., 2005).

Para a realizacdo dessa técnica, € necessario um conjunto de sistemas
formado por um suporte de fracionamento, uma cuba de eletroforese, uma fonte de
voltagem e uma solucao tampao. O suporte pode ser de acetato de celulose, gel de
agarose ou poliacrilamida e tubos capilares. A cuba é um equipamento formado por
dois compartimentos preenchidos com solucdo tampéo, formando os eletrodos,
sendo um positivo e o0 outro negativo. A fonte de voltagem é um aparelho que
transforma a corrente alternada em continua, podendo ter a intensidade regulada. E
essa fonte que determina a polaridade dos compartimentos da cuba. A solucéo
tampdao é formada por agua, sal acido e sal basico. Tal solugdo pode ser acida ou
alcalina, sendo especifica para cada tipo de eletroforese, dada pelo grau de
molaridade ou forca ibnica da solucdo (NAOUM, 2012).

A maioria dos aminoacidos apresentam um ponto isoelétrico quase neutro.
Entretanto, os polimeros que se ligam a esses aminoacidos os transformam em
moléculas carregadas negativamente. Por isso, a maioria das solu¢des tampdes
utilizadas no sistema eletroforético sado alcalinas. Como as proteinas sao estruturas
com diferentes graus de complexidade, o método para fracionamento eletroforético
destas ndo € o mesmo. Para tal, existem solu¢cdes tampdes especificas para cada
tipo de proteina, que sédo agrupadas, segundo a disposicao espacial, em estruturas
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (MCPHERSON, 2011).

A eletroforese movimenta ions através de um suporte estabelecido. A troca
ibnica entre as particulas proteicas e 0s grupos eletricamente carregados que
compde o0 suporte geram um movimento elétrico de baixa intensidade em direcéo
oposta ao sentido da eletroforese. Esse movimento intrinseco é denominado
eletroendosmose. Esse fendmeno atrasa o desenvolvimento eletroforético, elevando
a intensidade de calor da eletroforese. No suporte de celulose, esta € desprezivel.
Contudo, nos suportes de agar e poliacrilamida, a eletroendosmose tem importancia
significativa e esta diretamente ligada a pureza e qualidade do gel, bem como, da
sua espessura. Quanto mais puro e menos ionizavel o gel, menor serd o efeito
eletroendosmaético e quanto mais espesso o0 gel maior sera a eletroendosmose
(NAOUM, 2012).

COMPONENTES PROTEICOS DA ELETROFORESE E SEU SIGNIFICADO
CLIiNICO

Atualmente cerca de 70 tipos diferentes de proteinas plasmaticas, das 289
relatadas em humanos, ja foram identificadas e validadas com o auxilio de técnicas
aprimoradas e de alta sensibilidade. Contudo, os métodos eletroforéticos disponiveis
na rotina laboratorial veterinaria para a investigacdo clinica possibilitam o
fracionamento de quatro a seis fragoes proteicas, sendo albumina e globulinas, alfa
(1 e 2), beta (1 e 2) e gama (ECKERSALL, 2008) (Tabela 1). O suporte utilizado
para o fracionamento proteico de soro de animais domésticos influencia na
quantidade de proteinas isoladas. O suporte de acetato de celulose segrega de
cinco a nove regides de proteinas, enquanto que o gel de agarose separa de 10 a 15
proteinas. As bandas correspondentes as globulinas também apresentam diferencas
entre as especies, quanto ao fracionamento. A separacao de proteinas do soro de
cées, gatos e equinos, realizada no suporte de acetato de celulose, origina cinco

zonas de globulinas, sendo: alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 e gama. Ja no soro de
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bovinos, as globulinas sdo comumente encontradas em trés zonas: alfa, beta e
gama (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

As concentracbes proteicas podem apresentar alteragcbes durante
processos inflamatdérios e/ou infecciosos, sendo classificadas em trés grupos
distintos: proteinas de fase aguda positiva, proteinas de fase aguda negativa e
proteinas de resposta tardia. Processos inflamatérios agudos promovem uma
resposta sistémica, ativando as proteinas de fase aguda (PFA). Tais proteinas vém
sendo utilizadas como biomarcadores de inflamacdo, jA& que o0s niveis séricos
apresentam variacdo por estimulacdo dos hepatécitos pelas citocinas. As PFA
positivas exibem concentragbes séricas aumentadas, enquanto que as PFA
negativas demonstram concentracdes diminuidas. Ainda, as PFA de resposta tardia
aumentam a concentracao dias depois do inicio da inflamagédo (ECKERSALL, 2008;
STOCKHAM & SCOTT, 2011).

TABELA 1 — Principais proteinas séricas presentes nas zonas eletroforéticas.

Zonas Componentes proteicos

Albumina Pré-albumina e albumina

Alfa-1 Alfa-1 glicoproteina acida, alfa-1 antitripsina, alfalipoproteina, alfa-1
antiquimotripsina

Alfa-2 Alfa-2 macroglobulina, haptoglobina, ceruloplasmina,

Beta-1 Transferrina

Beta - 2 Complemento C3, beta lipoproteina, proteina C reativa

Gama Ig9G, IgE, IgM, IgA

Fonte: ECKERSALL, 2008.

Pré-Albumina

A pré-albumina ou transtiretina € uma proteina plasméatica nédo glicosilada,
presente no citoplasma dos hepatocitos e na circulacdo sob forma de proteina
fixadora de retinol e pré-albumina propriamente dita. Apenas 10% da pré-albumina
transporta hormoénios tireoidianos, podendo também ser saturada com a proteina
fixadora de retinol e com a vitamina A. E sintetizada principalmente pelo figado e
em menor quantidade pelo plexo coroidal, sendo parcialmente catabolizada pelos
rins. Entretanto, a eletroforese de rotina ndo detecta essa proteina no soro de
mamiferos. JA& em aves e répteis, essa proteina é detectada na eletroforese,
migrando mais rapidamente que a albumina, aparecendo do lado esquerdo da zona
correspondente a albumina (STOCKHAM & SCOTT, 2011; JOHNSON et al., 2007).

Albumina

A albumina € a proteina mais abundante no organismo, correspondendo a
60% da concentracdo total de proteinas. E sintetizada pelos ribossomos no
citoplasma de hepatdcitos, transferida para o reticulo endoplasmatico rugoso,
reticulo endoplasmatico liso e complexo de Golgi, através da membrana dos
sinusodides. De toda albumina produzida pelo figado, apenas 40% encontra-se no
sangue e o restante, no espaco intersticial. Aproximadamente 60% da albumina &
metabolizada nos musculos, figado e rins. Por ser uma das menores moléculas
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proteicas é a primeira proteina a se perder na urina sempre que ocorre dano aos
glomérulos renais (PRINSEN & SAINT-VAN DER VELDEN, 2004).

Essa proteina desempenha funcdes importantes como transporte de
diversas substancias, tais como: hormonios, acidos graxos livres, metais,
aminoacidos e bilirrubina, além da manutencdo da pressdo oncética. A unido da
albumina com algumas substancias modifica a carga elétrica, alterando o tracado
eletroforético, que aparece mais alongado, em direcdo ao anodo. A analise
quantitativa tem importante significado clinico, ja que a diminuicdo pode indicar
desde uma sintese hepatica prejudicada, nos casos de hepatopatias cronicas, até
perda renal, na sindrome nefrética; intestinal, na enteropatia protideodispersivas; e
cutanea, nos casos de queimaduras extensas. Outras situacdes que podem levar a
diminuicdo da albumina incluem processos inflamatérios agudos, onde outras PFA
aumentam, estimulando o contrabalanco proteico. Outras situacbes como
subnutricdo, ma absorcdo e caquexia neoplasica também interferem no decréscimo
desta proteina (TORRES FILHO, 2008).

Alfa-1-Globulina

As proteinas da fracéo alfa, na maioria das espécies, exceto nos ruminantes,
sao as globulinas que migram mais rapidamente na eletroforese, subdividindo-se em
porcédo alfa-1 e porgcdo alfa-2. Na zona de alfa-1 concentram-se as alfalipoproteinas,
conhecidas como lipoproteinas de alta densidade (HDL). J& na regido de alfa-2 a
concentracdo proteica é de pré-betalipoproteinas, consideradas como sendo de
densidade muito baixa (VLDL) e haptoglobinas. A regido alfa-1 é composta por
quatro proteinas especificas, entretanto a proteina mais importante e responsavel
por evidenciar essa zona na eletroforese é a alfa-1-antitripsina. Geralmente ha
aumento dessa fragdo em processos inflamatorios, infecciosos e imunes, de forma
inespecifica (ECKERSALL, 2008).

a) Alfa-1 Antitripsina

Esta proteina € a mais abundante da fracéo alfa-1, correspondendo a 90%
do pico normal e desempenha importante papel como inibidor de proteases, por
neutralizar as atividades das enzimas proteoliticas tanto de origem bacteriana
quanto leucocitaria. E sintetizada em resposta a processos inflamatérios agudos,
sendo por isso um importante marcador de fase aguda, além de ser relatada em
cdes com diversas neoplasias. O aumento da alfa-1-antitripsina € particularmente
caracteristico das hepatopatias cronicas e agudas (CERON et al., 2005).

b) Alfa-1 Glicoproteina Acida

Outra globulina de particular interesse clinico € a alfa-1-glicoproteina &cida,
principal constituinte das mucoproteinas. E sintetizada nos hepatécitos e ¢é
caracterizada como uma proteina de fase aguda, ndo especifica, que sofre aumento
consideravel durante processos inflamatérios agudos. Um estudo com caes
infectados com parvovirose demonstrou um pico de elevacéo sérica dessa proteina
no terceiro dia de infec¢cdo, permanecendo elevada por até 12 dias (KOGIKA et al,
2003). Niveis elevados desta proteina sdo observados em processos inflamatérios,
neoplasias e terapia com corticoides. Todavia, 0 aumento ndo contribui para elevar o
nivel quantitativo da zona alfa-1(ISRAILI & DAYTON, 2001).
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Alfa-2 Globulina

A zona alfa-2 € composta por varias proteinas, entre elas a haptoglobina, a
alfa-2-macroglobulina e a ceruloplasmina. Assim como as alfa-1-globulinas, estas
proteinas apresentam concentracdo seérica aumentada na presenca de processos
inflamatorios, infecciosos ou imunes, sendo classificadas como PFA. A alfa-2-
macroglobulina e a haptoglobina correspondem a maior parte dessa zona
eletroforética, contudo, a haptoglobina move-se mais lentamente, devido a sua
heterogeneidade molecular (SILVA et al., 2008).

Sob o ponto de vista clinico, a haptoglobina € a mais utilizada, por
apresentar funcées conhecidas e especificas, aumentando consideravelmente no
curso dos processos inflamatdrios agudos. Entretanto, o aumento da globulina alfa-2
macroglobulina, em torno de 10 vezes ou mais, ocorre na sindrome nefrotica,
quando outras proteinas de peso molecular mais baixo ja foram perdidas (KOGIKA
et al., 2003).

a) Haptoglobina

A haptoglobina €& uma glicoproteina produzida principalmente pelos
hepatdcitos, mas também por outros tecidos como rins, pulmdes e pele.
Desempenham funcbes como atividade anti-inflamatoria, agente bacteriostatico,
antioxidante celular e facilitadora da atividade dos macrofagos. Em casos de
hemolise intravascular, como ocorre em doencas como a hemoparasitose por
Babesia spp. em cées, equinos e ruminantes, a haptoglobina se liga a hemoglobina
livre, formando um complexo proteico, impedindo a acdo toxica da hemoglobina nos
tubulos renais, além de reter o ferro, dificultando o crescimento bacteriano.
Posteriormente, as células do sistema monocitico fagocitario removem esse
complexo haptoglobina-hemoglobina da circulagdo. Portanto, em casos de
sindromes hemoliticas, ha marcante diminuicdo das haptoglobinas, sendo um
sensivel marcador do indice de hemalise (YANG et al., 2003).

A haptoglobina é uma das principais PFA positiva na maioria dos animais,
especialmente nos bovinos, que em condicbes normais, apresentam niveis muito
baixos. Porém, processos inflamatorios e infecciosos elevam a concentracdo
plasmatica desta, permitindo sua deteccdo (ECKERSALL, 2008). Em caes, a
haptoglobina é particularmente sensivel a glicocorticosteroides, e o nivel pode estar
elevado apOs o tratamento com esse tipo de farmaco e em casos de
hiperadrenocorticismo (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). Além desses casos, a
elevacdo seérica da haptoglobina nessa espécie esta relacionada a hepatite cronica e
aguda, doencas inflamatdrias, neoplasicas e autoimunes (MCGROTTY et al., 2003,
PLANELLAS et al., 2009).

b) Ceruloplasmina

A ceruloplasmina € uma glicoproteina alfa-2 de fase aguda positiva
moderada, e apresenta 0s niveis séricos aumentados nos processos inflamatérios,
infecciosos, virais e parasitarios. E a principal proteina responséavel pelo transporte
do cobre sérico, utilizado na eritropoiese e como antioxidante tecidual, protegendo
os tecidos do oxigénio toxico oriundo da fagocitose de micro-organismos, nos
processos inflamatorios. A ceruloplasmina desempenha ainda atividade de
ferroxidase, auxiliando na oxidacdo do ferro da forma ferrosa para férrica.
Apresenta meia vida de aproximadamente quatro dias (CERON & MARTINEZ-

SUBIELA, 2004).
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Em cées, o aumento esta relacionado com processos inflamatorios e lesdes
teciduais, sendo mais sensivel que o fibrinogénio plasmatico e a contagem total de
leucdcitos, e menos sensivel somente que a haptoglobina. O decréscimo desta &
notado ao nascimento, em casos de desnutricdo ou deficiéncia na absorgcdo de
nutrientes, nefrose e moléstias hepaticas associadas a intoxicacdo de cobre
(CERON et al., 2010). Processos inflamatorios leves em ruminantes, equinos e
suinos elevam a concentracdo da ceruloplasmina (MARTINEZ-SUBIELA et al.,
2001). Nos bovinos o decréscimo est4d associado a deficiéncia de cobre na
alimentacédo (BORGES et al., 2005).

Beta Globulinas

As beta globulinas sdo compostas por um grupo heterogéneo de proteinas,
das quais as principais sdo: betalipoproteinas, transferrina e complemento C3. Na
eletroforese as beta globulinas sdo fracionadas em beta-1 e beta-2, na maioria dos
animais domeésticos, exceto nos ruminantes. Eletroforeses realizadas com acetato
de celulose evidenciam as proteinas transferrina e o componente C-3 do sistema de
complemento no tracado eletroforético. A separacéo nitida destas € possivel com a
adicdo de célcio a solucdo tampao. Esse suporte ndo permite a revelagdo de outras
proteinas como as betalipoproteinas, por falta de afinidade com os corantes
proteicos utilizados e pela dispersdo que ocorre durante a migragcéo (SILVA et al.,
2008).

a) Transferrina

A transferrina é uma glicoproteina sintetizada pelos hepatdcitos cuja
principal funcéo € o transporte do ferro plasmatico, atuando na absorcao intestinal e
distribuicio organica deste, sendo a Unica proteina transportadora de ions (CERON
et al., 2005). Apresenta uma importante atividade antibacteriana por indisponibilizar
o ferro para as bactérias durante o processo inflamatdrio. Durante um processo
inflamatério ou nos casos de anemia proveniente de doenca crdnica, 0s niveis
séricos desta proteina tendem a diminuir, caracterizando-a como uma PFA negativa.
A deficiéncia de ferro pode acarretar anemia ferropriva, elevando os niveis séricos
dessa proteina. A quantificacéo sérica da transferrina é utilizada principalmente para
avaliar o metabolismo do ferro no organismo dos animais (TIZARD, 2008).

b) Proteina C Reativa

E uma PFA produzida pelo figado apés estimulo de citocinas inflamatorias.
Ainda que nado seja uma imunoglobulina, encontra-se na zona das beta globulinas,
sendo raramente observada em soro de mamiferos na eletroforese de rotina
(MEYER & HARVEY, 2004; STOCKHAM & SCOTT, 2011). E utilizada com um
marcador muito sensivel de processos inflamatorios agudos, principalmente em cées
e suinos, por apresentarem aumento sérico desta antes mesmo de uma resposta
leucocitaria (ECKERSALL & BELL, 2010). Em bovinos essa resposta ndo € tao
rapida, e o aumento pode ser observado no leite de vacas com mastite, ndo sendo
um bom marcador sistémico de fase aguda nessa espécie. Nos equinos a elevacgao
sérica foi ressaltada em animais com artrite, pneumonia e apOs castracdo
(MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

Gamaglobulinas

E a zona que engloba todas as classes de imunoglobulinas, distribuidas em
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duas regides distintas, gama-1 e gama-2, na eletroforese. As imunoglobulinas IgA,
IgM e IgE sdo encontradas primariamente na regido gama-1 e a IgG, que é a
globulina que mais se destaca, na regido gama-2. Apesar da heterogeneidade
molecular das imunoglobulinas, a migracdo destas ocorre de forma homogénea,
originando uma banda compacta e bem delimitada, denominada de banda policlonal.
Entretanto, algumas gamopatias monoclonais podem originar um tracado
eletroforético distinto, ocupando uma posicdo ampla e delimitada (BUSH, 2004).

De forma geral, as gamaglobulinas aumentam nos casos de inflamagé&o
cronica. Entretanto, existem situacdes especificas que favorecem o aumento de uma
Gnica gamaglobulina, como nos casos de alergia, onde os niveis de IgE apresentam-
se elevados. Como a IgG é a imunoglobulina mais evidente no tracado, o aumento
esta relacionado com doencas infecciosas, doencas do tecido conjuntivo, doencas
hepaticas, mielomas e outros tumores do sistema reticulo endotelial (TIZARD, 2008).
A diferenca de concentracdo proteica em situagdes distintas € evidente no tragado
eletroforético (Figura 1), confirmando a eficiéncia da técnica na avaliacdo geral do
animal, além do diagnéstico de diversas doencgas.

Alb.

FIGURA 1: Gréficos de eletroforese em acetato de celulose realizado com
soro de bovinos, demonstrando o fracionamento de proteinas
em algumas situacdes especificas. A: Eletroforese realizada em
um bezerro recém-nascido que ainda n&o ingeriu o colostro; B:
Eletroforese realizada em um bezerro de seis semanas; C:
Eletroforese de um bovino adulto e higido; D: Eletroforese de um
bovino com abcesso hepético croénico.

Fonte: Adaptado de KANEKO, 1997.
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TIPOS DE ELETROFORESE

Acetato de Celulose

O acetato de celulose é o produto de uma reacao da celulose com anidrido
aceético e acido aceético, utilizando como catalisador o acido sulfarico. O pesquisador
J. Kohn, em 1958, utilizou esse meio para separacéo e fracionamento de proteinas
séricas e observou que 0 mesmo apresentava algumas caracteristicas fisico-
quimicas que facilitavam a corrida eletroforética. Vantagens como material neutro,
absorcdo uniforme das proteinas, microporos homogéneos, formacdo de filmes
transparentes que facilitam a leitura, boas condi¢cdes de armazenamento por longo
periodo e baixo custo tornam esse meio ideal para uso na rotina laboratorial. Permite
o fracionamento de proteinas, lipoproteinas, hemoglobinas e substancias com baixo
peso molecular como aminoacidos, peptideos e nucleotideos (NAOUM, 2012).

Esse suporte além de permitir uma separacao proteica rapida e possibilidade
de armazenamento prolongado dos filmes corados, apresenta a vantagem ter um
custo relativamente baixo, sendo a técnica mais facilmente disponivel na rotina
laboratorial. Contudo, o fracionamento proteico € limitado, por separar apenas cinco
a sete grupos de proteina. Na medicina veterinaria esse suporte foi amplamente
utilizado (HAGIWARA & GERMANO, 1974; FAGLIARI et al., 1998; BORGES et al.,
2001), porém, com desenvolvimento de novas técnicas que permitem principalmente
uma separacgao proteica de alta resolucdo, essa técnica caiu em desuso.

Gel de Agar

O gel de agarose € um polissacarideo linear ndo absorvivel, ndo fermentavel
e atdxico, extraido de diversos géneros de algas marinhas. Apresenta em sua
composicao diversas substancias como fibras, sais minerais e proteinas, que podem
interferir na migracdo proteica, principalmente pelo efeito eletroendosmotico. Por
isso, a pureza do agar utilizado é que vai determinar o sucesso do fracionamento
das proteinas (NAOUM, 2012).

Apresenta ampla capacidade de separacdo de proteinas, por permitir as
proteinas de alto peso molecular, movimentagdo livre, conforme sua carga,
produzindo resultado melhor que o suporte de acetato de celulose. O gel pode ser
facilmente preparado no laboratorio, tornando a técnica préatica e de baixo custo. A
concentracdo da agarose varia de 0,5 a 2%, e € 0 que determina o tamanho do poro
do gel, de forma que quanto mais concentrado for a agarose, menor serdo 0S poros
do gel. E utlizado tanto na rotina laboratorial quanto em pesquisas cientificas
(AZEVEDO, 2003).

Apesar de fracionar as proteinas em apenas cinco a sete regides, como o
acetato de celulose, essa € a técnica mais utilizada na rotina laboratorial veterinaria,
por apresentar algumas vantagens. Dentre estas, destacam-se a possibilidade de a
técnica ser automatizada, o que facilita e agiliza a execu¢ao; o tamanho variavel dos
poros, permitindo a separacao de diversos tipos de moléculas, desde lipoproteinas a
acidos nucleicos; e a qualidade da resolucdo do fracionamento proteico € melhor. A
principal desvantagem da eletroforese em gel de agarose € a fragilidade do filme
utilizado, necessitando de equipamento caro a fim de preserva-lo (CERON et al.,
2010).

Gel de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi utilizado como meio eletroforético em 1959 por

Raymond e Weintraub para fracionamento de macromoléculas. O gel é formado por
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um processo de polimerizacdo vinilica da acrilamida, um monémero, e da
bisacrilamida, tendo a participagdo de catalizadores, como a riboflavina ou o
persulfato de amoénio. A porosidade do gel formado pode ser determinada pela
concentracdo da acrilamida, de forma que quanto maior a concentracdo desta,
menores serdo os poros do gel (NAOUM, 2012).

Esse suporte permite o fracionamento proteico tanto pelo sistema nativo,
que separa as proteinas levando em consideracdo apenas as cargas elétricas
(PAGE), quanto pelo sistema desnaturante, que solubiliza as proteinas em um
tampdao contendo um reagente desnaturante, sendo o SDS (dodecil sulfato de sédio)
0 mais empregado. Para isso, a preparacdo do gel de poliacrilamida pode ser
individualizada para diferentes faixas de peso molecular de substancias que serdo
processadas, levando em consideragdo a concentracdo do gel, jA& que poros
menores permitem a passagem de proteinas menores. O detergente anionico (SDS)
interage com as cadeias peptidicas das proteinas, promovendo a desnaturacao
destas, que ficam com cargas negativa. Assim, a separacao ocorre apenas pela
diferenca de peso molecular, caracterizando a técnica conhecida como SDS-PAGE
(ECKERSALL, 2008).

Quando comparada com as demais técnicas, a eletroforese em gel de
poliacrilamida é a que apresenta melhor resultado pois possibilita a visualizacdo de
proteinas com concentracdes séricas baixas e identificagdo de 15 a 20 proteinas.
Apesar disso, 0 emprego dessa técnica na rotina laboratorial torna-se inviavel devido
a dificuldade de execucdo da mesma, limitando-se a casos especificos e pesquisas
cientificas (RADKTE, 2003).

Focalizacao Isoelétrica

Esse tipo de eletroforese é usado especificamente para o fracionamento de
substancias moleculares, como proteinas e DNA, somente por suas cargas elétricas,
permitindo que cada proteina migre para o ponto isoelétrico, concentrando-se nas
zonas em que alcancam a posi¢cdo do pH especifico. Este método caracteriza-se
pelo uso de um suporte de gel (agar ou poliacrilamida) que tenha, adicionado em
sua composi¢do, substancias anfotéricas, distribuidas em faixas com pH graduais
dispostas em zonas estabelecidas entre o anodo e catodo (NAOUM, 2012).

Apés alguns ajustes desde a criagdo, a eletroforese por focalizagcdo
isoelétrica apresenta uma qualidade de fracionamento proteico superior a qualquer
outro tipo de eletroforese. Porém, o alto custo dos materiais e a necessidade de
pessoal especializado para a execucao e interpretacdo, torna o uso da técnica
apropriado apenas em pesquisas cientificas. E mais indicada para rastreamento de
hemoglobinopatias (BERTHOLO & MOREIRA, 2006).

Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € uma técnica que se difere das demais por ser a
Gnica capaz de separar macromoléculas carregadas, utilizando varios métodos de
separacao, como a eletroforese capilar de zona, isotacoforese capilar e eletroforese
capilar em gel. Aléem de proteinas séricas, essa técnica permite a determinacao de
varias outras substancias, como hidrocarbonetos, vitaminas, farmacos e &cidos
organicos (MICKE, 2004).

Dos varios métodos existentes na eletroforese capilar para separacdo de
proteinas, a técnica mais utilizada € a eletroforese capilar de zona, por ser simples e

rapida. O fracionamento ocorre pela diferenca das velocidades dos ions no campo
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elétrico formado no tubo capilar, que esta preenchido com uma solucéo tampéo. Ao
se introduzir a amostra na extremidade positiva (Anodo) do tubo, a diferenca de
potencial aplicada faz com que os ions da amostra migrem através do tubo, com
velocidades e sentidos variados. A analise qualitativa baseia-se na comparacao dos
tempos de migracdo da solucdo padrdo com os tempos de migracdo das
substancias da amostra avaliada. A andlise quantitativa é expressa em gréaficos que
expressam 0s picos de cada fracdo separada (SPUDEIT et al., 2012).

O uso da eletroforese capilar ainda é restrito jA que o equipamento utilizado
nessa técnica tem um custo elevado. Contudo, é uma Otima alternativa para
fracionamento de proteinas, por ser rapida (apenas quatro minutos), por oferecer
boa resolucdo e eficiéncia, além de necessitar de uma pequena quantidade de
amostra. Se a técnica for toda automatizada, a produtividade aumenta
consideravelmente, diminuindo o uso de reagentes, gerando baixo custo analitico
(CRIVELLENTE et al.,, 2008). E frequentemente utilizada na anélise dos ions
presentes nos alimentos de origem animal, compostos e fluidos biolégicos
(MENDES, 2010).

ELETROFORESE NA VETERINARIA

A eletroforese das proteinas séricas é um importante método para
quantificacdo de proteinas presentes em diversos tipos de amostras, com o objetivo
de auxiliar no diagndstico, progndéstico e curso de diversas doencas. Na medicina
veterinaria, varias técnicas tém sido empregadas, sendo as mais utilizadas a
eletroforese em acetato de celulose, em gel de agarose e em gel de poliacrilamida,
permitindo a visualizagc&o de cinco a sete bandas proteicas. A aplicabilidade dessas
técnicas visa fornecer informacdes importantes sobre varios aspectos (ECKERSALL,
2008).

Na década de 1950, a eletroforese ja era utilizada para identificar e
padronizar as proteinas presentes no plasma seminal de bovinos, a fim de relacionar
os achados com a fertilidade dos animais e avaliar as proteinas apds congelamento
do sémen (JOBIM et al., 2003; CASTRO et al.,, 2004). Véarios meios tém sido
utilizados, desde o gel de amido, passando pelo acetato de celulose e gel de
poliacrilamida, sendo este ultimo o mais utilizado e recomendado (TEIXEIRA et al.,
2009).

Geralmente, a eletroforese € realizada como exame de triagem, sendo uma
importante ferramenta na clinica veterinaria, por fornecer informacgfes relevantes
sobre o estado geral dos animais, bem como uma avaliagcdo sistémica frente a
algum processo inflamatério ou infeccioso. Alguns trabalhos comparam a
eletroforese das proteinas séricas de animais saudaveis e animais com doencas
especificas, analisando quais as principais alteragBes no tracado eletroforético,
constatando a maneira como o organismo responde a injaria (VIEIRA, 2009;
FRANCA et al., 2011; GEROU-FERRIANI et al., 2011).

O uso da eletroforese no universo cientifico veterinario tem aumentado
consideravelmente, ndo apenas por fornecer informacbes especificas, mas por
colaborar com o diagnostico de enfermidades quando associada a avaliacdo do
quadro clinico e anamnese. Uma area que tem explorado essa técnica é a de
animais silvestres, visando obter mais informacdes sobre as espécies em questao.
Os dados concernentes a essa classe de animais sdo escassos, dificultando a
avaliacdo do estado fisiologicos destes. Por isso, trabalhos cientificos estdo sendo

realizados a fim de se estabelecer parametros fisiologicos de proteinas séricas
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fracionadas por eletroforese, de animais tanto de vida livre quanto de cativeiro, com
a intencdo de auxiliar, posteriormente, na avaliacdo clinica de outros animais da
mesma espécie (FAVERO et al.,, 2004; SANTAROSA et al., 2005; PIRES et al.,
2008; FONTEQUE et al., 2009).

A eletroforese também contribui com o imunodiagndstico, ao ser utilizada em
técnicas como a de Western blotting, que detecta, caracteriza e quantifica multiplas
proteinas, realizando a imunodeteccdo, mesmo daquelas proteinas que estdo em
baixas quantidades (MIGUEL et al., 2012). A técnica ainda pode ser empregada na
reproducdo animal, auxiliando na sexagem de espermatozoides, fracionando
proteinas presentes nas membranas destes (SCOTT, 2014).

Uma outra ferramenta da eletroforese explorada por diversos pesquisadores
é a investigacdo do estado imunolégico de neonatos, a fim de saber a eficiéncia do
colostro, bem como a resposta individual na absorcdo e producdo de
imunoglobulinas (FAGLIARI et al., 1998; GODOQY et al.,, 2006; HILL et al., 2007,
FABRETTI et al., 2014).

Na area de producdo animal, a eletroforese demonstrou ser um importante
aliado, ao permitir a avaliacdo da eficiéncia da dieta no ganho de peso de bovinos
(COSTA et al., 2006); a identificagdo e quantificacdo de proteinas musculares de
frangos de corte também foi possivel com o auxilio da técnica (FIGUEIRA, 2011). A
composicdo proteica do leite também é determinada pela eletroforese (PETERS et
al., 2012).

Além de contribuir com o diagnéstico e o prognostico de véarias doencas, a
eletroforese também tem sido empregada na industria alimenticia, com a finalidade
de identificar fraudes em alimentos de origem animal, como leite e carnes. J& foi
possivel identificar a adicdo de soro de leite em bebidas lacteas (SOUZA et al.,
2000), adulteracao de leite caprino com leite bovino (EGITO et al., 2006), presenca
de soro de queijo em leite cru (LEITE & NICOLAU, 2006), bem como a presenca de
substancias ndo carneas ou proteinas de outras espécies em produtos carneos
(DAGUER et al., 2010).

Muitos sdo os beneficios do emprego da eletroforese, justificando sua
evolugdo na medicina veterinéria. Além de auxiliar no esclarecimento de doencgas,
expressa alteracOes fisiolégicas que podem ajudar no diagnoéstico diferencial em
algumas situacfes. A andlise das fragBes de proteinas séricas permite uma melhor
compreensdao da fisiologia de diversas espécies, além de permitir o
acompanhamento da evolucao de diversas doencgas (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

A eletroforese de proteinas é uma técnica simples, fornecendo
informacdes importantes, ndo somente de forma fisiolégica, mas também auxiliando
no diagndstico e no progndstico de diferentes enfermidades e na identificacdo de
processos inflamatérios e infecciosos. A técnica vem sendo utilizada em distintas
areas da medicina veterinaria, como a clinica médica, a producdo animal e a
tecnologia de alimentos, bem como em diferentes tipos de animais. No entanto,
percebe-se que esta metodologia pode ser mais explorada na clinica de animais
silvestres. Assim sendo, a determinacdo de valores de referéncia faz-se necessaria,
levando em consideracdo as condicfes ambientais, nutricionais e fatores fisioldégicos

gue podem, de alguma forma, interferir nesses dados.
O conhecimento dos principais componentes de cada fracao proteica isolada

durante a realizagdo da eletroforese é de suma importadncia para a correta
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interpretacdo do exame. Dentre as eletroforeses existentes, todas apresentam 6timo
desempenho no fracionamento proteico, apresentando distingées apenas no método
de separacdo e no material utilizado, sendo algumas mais praticas que outras. Por
isso, 0 conhecimento prévio das técnicas eletroforéticas existentes é fundamental
para a escolha da melhor metodologia e, consequentemente, obtencdo de um
melhor resultado.
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