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SUMMARY

The authors present a study of the reproducibility of the cellulose-acefate
electrophoresis and the stablishment of the range of normality for each component

by statistical analysis.

Comparative analysis were made by paper and cellulose-acetate electrophoresis

with the same samples.

Reproducibility of the method was considered excelent when carefully used.
The authors’ results were very symillar to those obiained by Knedel, and to

the Tiseliug' free electrophoresis.

INTRCDUCAC

Acetato de celuloze {foi intreduzido para
substituir o papel de filtro como suporte pa-
ra eletroforese, principalmente por nfo ad-
sorver protefna como o primeiro, b vie-
tude disto nfe se forma, durante a migra-
¢fio, um tapete de Albumina (trailling) =6
hre o quoal migram as fracfes menos tapi-
das.  Os componentes se localizam em faixas
mais definidas e a separagio permite uina
densitometria mais exata em virtude da ex-
celente transparéncia ¢ auséneia de colora
¢io de fundo (hack-groundi. No caso do
papel, a albumina adsorvida contribul para
diminuir o valor déste componente no ele-
troferograma.

Pelos métodos inicialmente propostos para
elelroforese sbbre acetato, como os de KonnT,
utilizavam-se faixas largas e a densitometria
se fazia nos aparcthos convencionals torran-

do o método dispendioso, razie pela qual
varios modelos de aparethos #m permitido
tltimaments a realizaclo de microtéenicas,
com grande economia de acetalo de celulose
e de todos os reagentes.

Mais recentemente Kngpzr® propbs mo-
dificagbes na metodologia de trabatho com
acetato de celulose uiilizando densitémetro
especiabmente construide, de medo a permi-
tir leitura de extingio de zero a 1,1, muito
embora seja mais aconselhdvel a utilizagio
da faixa de extingle de zero a 08, Em
virtude disto, a quantidade de proteina a
ser aplicada fica cxlremamente reduzida em
relacBo aos mélodos convencionais; no caso
de sbro, aplicam-se aproximadamente 0,05
microlitros.

TavcH ® estudou a reprodutibilidade e se-
lecionou corantes verificande gue no caso
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do amidoschwarz 10 B a relacfo entre absor-
¢io de coranie e quantidade de proteina é
praticamente linear, seguindo a lei de Lam-
hert e Beer,

Como os valores da leratura se referem a
populagbes de outros paifses, realizamos no
Centro de Pesquisas Imunoguimicas wm es-
tude de reprodutibilidade ao lado do estabe-
lecimento da faixa de normalidade.

Alguns tipos de acetato de celulose com
caracteristicas varias tém sido produzidos e
muitos sfio os trabalhos em que 8sles supor-
tes sdo utilizados parz rotina eletroforética
ou investigagio clentifica ® % %3,

MATERIAL B METODOS

1. 18 amostras de s6ro de individuos
adultos foram analisadas gquanto ao teor pre-
téico  fracbes cletroforéticas.

2. Proteinas tolais foram dosadas pelo
método de GORNALL ef alii .

3. A corrida eletroforética foi realizada
na cdmara Mikrophor-Boshcamp utilizando
o aplicador de 0,05 microlitros, durante 20
minufos com 2 mA por membrana de ace-
tade (CAF} de 25,5x145 mm, em tampao
veronal-acetate, pH 8,6 ¢ {orea idnica 0,06.

4. Apds coloracio com amideshwarz 10
B e diferenciacio com metanol-dcido acético
(9:1), as fitas foram diafanizadas em dio-
xana-ischutanol (7:3) durants 2.4 minutos
e aguecidas a 70-80°C por 15 minutos.

5. Densitometria e integragdo foram fei-
tas simultineamente em registrador de ex-
tingfo e integrador combinados (Zeiss, mo-

délo £1.3).

6. Reprodutibilidade ol verificada ana-
lisands 10 vézes a mesma amostra de sbro,

7. A faixa de normalidade para cada
fragiio, determinada por eletroforese em ace-
tato, foi estabelecida considerados os 054
come intervalo de confianca (1,96 8). Os
soros escolhidos para o estabelecimente da
faixa foram préviamente selecionados por ele-
troforese sGhve papel de {iltro,
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RESULTADOS
Reprodutibilidade
(Os valores das fragbes eletroforéticas, re-
produzida a analise da mesma amostra 10
vézes, apresentaram-se homogéneos para ca-
da [raciio {Quadro I).
QUADRO T

Reprodutibilidade do mdtodo

{

i Pré-

Andlise | AU e Aa 2 Rela Gama
n.o mina mina
1 15 625 30 55 80 185
2 15 6820 30 55 95 i85
3 15 620 30 50 100 185
4 15 620 25 50 105 185
5 15 625 25 55 100 180
6 15 630 23 60  1L0 180
7 15 625 25 65 1.0 16D
8 15 625 25 65 105 185
g 15 830 25 80 100 170
10 15 625 25 60 185 170

Faixa de normalidade

No quadro Il sfio apresentados todos os
valores em percentagem relaliva e gramas/
160 ml, de cada fracio, para eletroforese
em acetate de celulose e sGhre papel de fil-
tro.

Os componentes revelivels em CAF sfo
os habituais da eletroforese sobre papel de
fikro, acrescidos de pré-albumina,

(s valores médios e os respeciivos desvios
padrde (13} para cada componenle, em per-
centnais e gramas/100 ml de sbro, encon-
tram-se no Quadro T11

A faixa de normalidade para cada fra-
ciin foi estabelecida, tomando-ze como afas-
tamento das médias 1,96 S, isto &, pratica-
mente 2 desvios padrBo. Fstes resultados
estio resumidos no Quadro IV,



QUADRO II

Resuliodos da eleiroforese sibre papel de filtro e acetade de celulose

D OEVA

Heo e

(AVD) eRoInIan ap

eL

Shre Porcentagem relativa Gramas por 100 mi de sdro
e Acetato de celulose l Papel de 71:1—21;{} | ?;’i‘. 1 - ;&éctaéo de celﬁi;se ‘ 7 . mPapel de Illi.ro o
o 8 v i A a o f !?ré A A @ o ' o e B
! i
1 71515 55 85 76 82 188 215! 61 436 009 033 052 055 ‘ 2,74 0,48 056 1,02 1,32
o 870 20 55 15 64 86 124 242! 64 4% 013 035 048 115 310 041 G55 050 154
3 10 @30 25 60 15D 55 &% 151 239 7.0 0,07 455 017 042 077 1,01 331 047 082 113 187
4 15 890 L5 53 100 81 92 141 202 78 011 3538 011 03D 078 140 377 063 072 1I0 158
5 630 20 60 990 145 481 7,7 94 160 183 | 62 422 012 037 056 0,90 [ 251 048 038 0998 1,17
6 15 665 20 53 73 170 495 15 80 14,0 240 87 010 446 013 037 030 1,14 352 050 054 074 1,60
7 15 845 20 75 80 165 521 T8 108 108 185 75 011 4% 035 056 080 124 301 058 081 0581 139
8 LG 830 20 70 50 180 543 75 87 138 157 18 008 491 016 055 070 1,40 § 424 059 068 1,07 1,22
9 15 603 30 %0 100 160 505 7,7 11,0 143 165 | 63 010 411 G2 062 068 1,09 1 344 052 075 097 112
16 45 625 25 B0 85 170 504 T8 105 11,7 136 73 011 45 018 058 0,62 1,28 368 0,57 077 0,85 1,43
11 L5 605 30 65 90 183 450 71 100 148 231 | 7.3 011 4,42 022 047 066 1,42 338 652 073 108 159
12 20 580 30 90 100 430 B4 11,4 141 251 &8 014 391 020 081 068 1,93 202 042 077 095 172
18 35 805 25 55 85 442 7,8 92 138 250 T4 0,26 4,48 0,8 041 088 144 3927 3% 068 102 1,83
14 15 685 25 U5 50 2 92 131 122 183] 69 010 473 017 052 05 08 | 326 063 080 08¢ 127
15 20 640 30 7,0 105 475 92 97 134 202| 15 9,15 480 022 052 079 1,01 1 356 0,78 073 100 1,51
15 25 580 35 T3 123 160 439 76 1,0 177 198 67 017 388 023 030 084 1,07 ‘ 294 051 074 1,38 1,38
17 15 533 25 7.0 95 200 453 85 98 132 232 80 012 476 020 056 076 160 ! 862 068 073 1,06 1,56
18 25 B85 25 80 115 180 4377 TH 8.0 151 247 74 018 438 018 030 085 1,40 | 323 055 0,67 112 188
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QUADRO IIT

Bletroforese comparativa: deefaio-Pape!

|

Acetato de Celulose ‘ Papel de Flitro
entagem : g/100 mi P{;rc@m.agem J =100 mi
relativa i relativa, [

Meawe ~ Desvio | yegia  Desvie Media  Desvio Médln ~ Desvio

Padrao Padrio | Padrin Padrio
Pré Albumina 1,8 0,65 0,13 0,05 - — - o
Albumina 63,5 4,30 4,50 0,37 47.3 3,20 3,33 0,39
Alfa 1 2.4 4,55 047 0,04 T 0,80 0,55 0,08
Alfa 2 6.8 1,22 0,48 6,10 9.8 1,20 4,70 0,10
Beta o4 1,40 0,67 0,12 14,0 1,80 2,98 0,13
Gama 16,7 2,30 1,19 0,22 21,2 3,00 1,50 0,24
Proteinas fotals e e e — e —— 740 0,60

QUADRG TV

Faixs de normolidade pare eletroforese em que-
tato de celulose wsando 2 desvios padrio

(Média = 1,96 &)
Parcem_agem gramas/100 mil
relativa

053 & 8,07 | 0082 a 0298
Albumina 55,07 a 71,93 },7TE a 5,228
Alfa 1 182 = 348 | 0092 a 0248
Alfa 2 441 & 919 0,284 & Q676
Beta 668 a 1214 4,435 a 0,903
Gama 12,20 a 21,20 D760 a 1,820

COMENTARIOS

Como sc pode depreender do quadre 1, a
reprodutibilidade da eletroforese em acetato
de celnlose é mmite boa, vonsiderando-se gue
muitas fases estio envolvidas no processo e

que 6 componentes sfo guantitativamente de-
terminados no decorrer de um dnico proces-
samento,

Os valores para cada fragie eletroforética
diferem bastante dos enconirados por eletre-
forese sObre papel de {iltro, em virtude da
transparéneia do suporte e principaimente em
conseqlifneia  da  Inexisténeia de  adsercdo
que, no caso do papel de filtro, além de au-
mentar & leitura de fundo (back-ground} di-
minul sensivelmente os valores de albumina.

As médias por nds encontradas sio pratiea-
mente superponivels as de Knedel, muito em-
bora os valores de globulina gama sejam li-
geiramente superiores em nosso melo. Por
outro lado, os valores ohtidos em acetato de
celulose sfo multe priximos dos. encontrados
por eletroforese livre de Tiselius, como por
exemplo oz mencionados per LEvin & Oner-
HoLzER ®. Ne quadro V apresentamos os
dados comparativos de eletroforese livre e
sthre acetato de cehulose,

QUADROG V

Elefroforese comparative

Pré

Albu-~

mina
Acetato de Celulose - C.P.1, 1.8
Acetato de Celuiose - KNEDEL 3,3
Eletroforese Livre - TISELIUS

Albu- Alfa 2

mina Alfa 1 Beta Gama
63,5 2,4 5,8 16.7
83,7 2.3 59 15,3
62,8 3,7 i 12,2
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RESUMO 3. GRUNBAUM, B. W, FESSEL, W. J, & PIEL,

C. F. — Densitomefric evaluation of

AT e g R T LS L T P macroeiectirophoreiic protein patterms on

Ub, duwr,bb estudam 2 n-plodutlbiiiddd{ cellujose acetate mebranes. dmal, Chen,
do micro método de eletroforese e apreseniam 33:880-1, 1061,

os resultados obtidos com soros normais. _ ) o

4. GRUNBAUM, B. W.; Z2EC, J. & DURRUM, E.

I. - Application of an improved microe-

Coneluem pela excelente  reprodutihilida- Jectrophoresis technique and fmtmunociec-

de, ¢ comentam algumas das vantagens do trophoresis of the serum proteins on celiu-
método, especialmente a rapidez de sua rea- lose acetate. Microchem. J., 9:41-58, 1565,
i;zaga? ‘permltzn&o em uma sG corr.;da ele- o HEER, E. B ALONSO, A. T.; AGEITOS, M.
troforética, em 20 minutes, anabsar 18 1.: BASSL, 7. J.; DIBETTOG, J. L.; MERECH,
amostras R. 8. & WALTHER, J. €. — Proteinuria
- ’ en Pediatria. U significacion elinica
L diaghostica. droh, Argent. Pediaf,, 47:1-8,
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