CARACTERIZACAO DAS FRACOES
GAMA-GLOBULINA E IgG PURIFICADAS
POR IMUNOELETROFORESE



TECNICA DE IMUNOELETROFORESE

*A Imunoeletroforese é a combinacgao da técnica de eletroforese com a técnica
de dupla difusao em gel de agar;

*A Imunoeletroforese caracteriza-se por ser uma técnica que permite a
discriminacao de substancias presentes em uma mistura complexa com base
nas suas cargas elétricas, pesos moleculares, tamanhos, formas, concentragoes
e propriedades antigénicas.

*O método original descrito por Grabar e William (1953-54) para
Imunoeletroforese recomenda que ela seja feita em gel de agar, procedendo-se
na primeira etapa a separacao eletroforética dos componentes e, a seguir, cada
componente se difunde, a partir de seu centro de difusao, contra o imune-soro,
formando, como na dupla imunodifusao, uma linha ou arco de precipitacao.



Assim, a téecnica de imunoeletroforese permite a caracterizacdo de uma
substancia simultaneamente por meio principalmente de 3 parametros:

a) Caracteristicas eletroforéticas (mobilidade em campo elétrico)
b) Velocidade de difuséo (coeficiente de Difusao)

c) Especificidade imunoquimica (estrutura e composicao dos determinantes
antigénicos das proteinas que foram separadas).



Fosicao do soro antes da eletroforese

+ -
Fosican do sorn apos a eletraforPae
Cdhtiro
l Fafna-
Zldbulina
= ta N
N AN

Eletroforese de Proteinas do Soro Sanguineo em Agar ou Agarose: Principios e Propriedades
Gerais



PRINCIPAIS PROTEINAS ENCONTRADAS NAS
BANDAS ELETROFORETICAS

A interpretacao clinica da eletroforese é baseada nas variagoes das fracoes e
na deteccao de paraproteinas. Em um soro normal, utilizando técnica
sensivel como a eletroforese capilar, identifica-se seis bandas: albumina,
alfal, alfa2, betal, beta2 e gama




Principais Resultados da Eletroforese de Proteinas
Plasmaticas / Séricas

*Albumina: mais abundante no plasma, sendo sua funcéo principal a
manutencao da pressao coloidosmaotica.

*Gamaglobulina: composta de imunoglobulinas do tipo IgG. As
imunoglobulinas IgA, IgM, IgD e IgE se sobrepdem a juncao Beta-Gama

*Beta-globulinas: esta zona € melhor avaliada de forma separada: Betal
(transferrina, hemopexina) e Beta2 (Complemento C3)

*Alfal-globulinas: Esta banda € principalmente composta por alfal-
antitripsina. O restante (10%) se deve a alfal-glicoproteina acida, alfa-
fetoproteina e outras proteinas carreadoras

*Alfa2-globulinas: Inclui a Haptoglobina, Alfa2-macroglobulina e
Ceruloplasmina




* Pode-se fazer a comparacao de misturas complexas de Ags que sao separados em gel
de 4gar ou de agarose depositados sobre [aminas, apos a aplicagcdo da amostra em uma
cavidade no gel e colocacao dessalamina em uma cuba apropriada submetida a um
campo elétrico.

* As moléculas presentes na mistura migram para os polos positivo ou negativo na
dependéncia de sua cargas elétricas.

+ Uma canaleta é recortada entre 0s poc¢os e preenchida com um antissoro contendo Acs
com especificidade para um ou mais Ags presentes na mistura a ser analisada e esses
Acs se difundem até encontrar as moléculas de Ags e reagir com 0S mesmos.

« Os imunocomplexos Ags-Acs formam linhas ou arcos de precipitacao.
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2.2. Material:-

a) Solucdo de Bacto Agar (Difco) ou de Agarose a 1% em tamp&o Tris-
Acetato pH 8,2 e forca ionica = 0,06;

b) Laminas de Microscopia;

c) Pipetas de 5mi;

d) Micropipetadores e ponteiras para 10ul e 50ul;

e) Molde perfurador para imunoeletroforese;

f) Bomba de vacuo aplicada com kitassato, canulas e pipetas Pasteur;
g) Placa de Preti com gaze umidecida e suportes para laminas (Camara
umida);

h) Tampao tris-acetato pH 8,2 e forca ionica de 0,113;

) Fonte e cuba para eletroforese;

j) Antissoros anti-proteinas totais sericas de bovinos e de cobaias; k)
Solucao corante e descorante para imunoeletroforese;

) Tiras de papel de filtro;
m) "Cotonete" com gaze,



2.3. Técnica
a) Fundir o agar em agua fervente;
b) Aplicar com um cotonete sobre a lamina uma camada de agar, esperar secatr;

c) Colocar, com pipeta,2ml de agar sobre as laminas previamente revestidas com agar e
tomar cuidado para nao formar bolhas nem deformidades, esperar esfriar e solidificar;

d) Com o molde perfurador adequado, fazer os orificios no gel e, em seguida, retirar 0s
fragmentos de agar com a trompa de vacuo; (figura 03)

e) Cortar tiras de papel de filtro da largura da lamina para fazer a ponte entre o tampao e as
laminas;

f) Montar dentro da cuba, previamente preenchida com tampao, as laminas, fazendo as
pontes entre os polos de cuba com tiras de filtro;

g) Aplicar em cada cavidade do agar de 5 a 10ul da amostra a ser submetida a eletroforese;

h) Fechar a cuba, ligar a fonte e regular a corrente para 6mi/lamina, o que da cerca de
50v/lamina. Deixar a corrida prosseguir por 2h; (figura 04)

1) Desligar a fonte e retirar as laminas. Em seguida, remover, com o auxilio da tampa de
vacuo, a canaleta de gel e adicionar dentro da canaleta o antissoro especifico;

j) Levar as laminas, com cuidado, para a camara umida e fazer a leitura 24-48 horas depois;

) Levar as laminas para lavar, secar, corar e descorar. (figura 05)



Fase |: Separacao Eletroforéetica de Proteinas
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Fase ll: Imunodifusao Ags (IgG / Gama Globulina / Soro Total Bovino)
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IMUNOELETROFORESE
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Ag-soro humano
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Imunoeletroforese/Precipitacao

« Método

— Antigenos sao separados por eletroforese
— Anticorpo ¢ colocado num corte no agar
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* Interpretagao
— Arco de precipitina representa a interacdo Ag-AC



RESULTADOS - Leitura e Interpretacao
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Imunoeletroforese/Precipitacio

Serum from patient with recurrent infection
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https://www.youtube.com/watch?v=zUGikX9ZB9U

https://www.youtube.com/watch?v=w3NtwX0Oa20w

https://www.youtube.com/watch?v=yIFS1Ysv8RM



https://www.youtube.com/watch?v=zUGikX9ZB9U
https://www.youtube.com/watch?v=w3NtwXOa2Ow
https://www.youtube.com/watch?v=yIFS1Ysv8RM

