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Eletroforese de proteinas

» Electro + phoresis (grego) = movimento

» Eletroforese refere-se ao movimento de moleculas
frente a um campo elétrico.

= A eletroforese em gel ou papel e uma técnica muito
util em laboratorio para analisar e separar proteinas
(e outras macromoléculas...).




Teorla

Mobilidade eletroforética (n)= v/E= Z/f

Resisténcia
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Eletroforese Vertical ou Horizontal

Eletrodo & i
Amostras de proteinas

Pocgos

Proteina




O meio: papel, agarose, acrilamida

Ammonium Persulfate
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Acrilamida + bis-acrilamida




Geis de poliacrilamida

acrilamida poliacrilamida

CH,=CH-CO-NH,

Bis-acrilamida

C:HZ=C:H-C:O-NH-CHZ-NH-CO-CH=CH2




A concentracao e a relagao acrilamida:bis-acrilamida
|l determinam otamanho dos poros do gel
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Como as proteinas migram num gel de
poliacrilamida?

As propriedades que afetam a migragao num gel de poliacrilamida:

1. Tamanho (massa molecular)
2. Carga (pl)

LogV =LogV, —kC k = constante proporcional ao peso molecular
C = concentragao do gel

Migracao no gel

Migragao sem o gel

Porem, V é proporcional a carga (Z) e proteinas apresentam diferentes
cargas...




Eletroforese de proteinas em condicoes
nativas

Eletroforese em condi¢des nao-desnaturantes (nativas)

separagao por carga e peso molecular (simultaneamente)
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Eletrodo (+)

Eletrodo (-)




Eletroforese de proteinas em condicoes
nativas: muitas variaveis...

Eletroforese em condi¢des nao-desnaturantes (nativas)

separagao por carga e peso molecular (simultaneamente)

Ya

Eletrodo (+)

Eletrodo (-)




Eletroforese de proteinas em condicoes
desnaturantes

Proteinas desnaturadas com SDS (dodecil sulfato de sodio ou lauril sulfato
de sodio) podem ter o mesmo Vo!

1 SDS para cada 2 residuos de amino acido




Eletroforese de proteinas em condicoes
desnaturantes podem ser separadas em gel de
poliacrilamida de acordo com o peso molecular
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Amostras de proteinas
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SDS-PAGE (SDS polyacrylamide gel
electrophoresis)

Contém
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A migracao das proteinas e
proporcional ao peso molecular

Amostra de proteinas

Catodo

LogV =LogV,-kC

V, igual para todas as
proteinas, portanto,
LogV é proporcional a
massa da proteina

k = constante ~ peso molecular
C = concentracao do gel




Estrutura quaternaria da proteina:
guantas cadeias?

Amostrade proteinas  CondicHes ndCYRSeEsIEE

Proteinas contendo multiplas
cadeias ligadas por pontes de
dissulfeto (-S-S-) podem ser
analizadas em condi¢des
redutoras (3-mercaptoetanol
ou DTT, ditiotreitol).



As proteinas podem ser visualizadas com
coomassie ou coloracao com prata

:

, 2z lons de prata formam um
As proteinas sao fixadas ao gel ;
complexo com proteinas e
com metanol e coradas com "
: podem ser utilizados para
coomassie R (reagente de

Bradford). coloracao de géis.




Mobilidade relativa = migragao proteina/migracao total
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©

Myosin 200,000

f-Galactosidase 116,250
Glyeogen phosphorylase & 97,400

Bovine serum albumin 66,200
Ovalbumin 45,000

Unknown
protein

)

Carbonic anhydrase 51,000

Soybean trypsin inhibitor 21,500
Lysozyme 14,400
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standards protein Relative migration
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A revolucao da proteomica: eletroforese

bidimensional
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Immunoblotting ou Western blotting



https://pt.wikipedia.org/wiki/Biologia_molecular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese_em_gel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrocelulose
https://pt.wikipedia.org/wiki/PVDF
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Blotting&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo

| Immunoblotting ou Western blotting

Cassette \

Filter papers
Blotting membrane
(Nitro Cellulous or PVDF) \~
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Western Blotting Procedure

AL 1. Load and separate protein 2. Electrophoretically transfer 3. Blockthe membrane
sam@:n SDS-PAGE fractionated proteins onto PVDF with neutral protein
membrane (BSA or milk casein)
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6. Incubate the blot with 5. Incubate the membrane 4. Incubate the membrane

chemiluminescent HRP with HRP-labeled secondary with'p.rimary antibody'
substrate and expose to film antibody specificto primary specificto target protein

WESTERN BLOT kDa antibody

148
98

64
52

45
36

22




Deteccao

Radioactive detection Enzymatic detection Fluorescent detection

Colorimetric Chemiluminescent
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