B.3.2 Eletroforese

A eletroforese é considerada a principal técnica de separacdo molecular num laboratério atual de biologia celular.
Trata-se de uma poderosa técnica, razoavelmente simples e de baixo custo, pelo que se tornou muito utilizada.
A eletroforese aplica-se em bioquimica na separacdo de compostos com carga elétrica (aminoacidos, péptidos,
proteinas, acidos nucleicos) que depende do pH do meio em que se encontram. Esta técnica é muito util na
area forense, jd que se usa para estabelecer relagdes de parentesco (teste de paternidade, por exemplo), para
encontrar pessoas desaparecidas e para identificar criminosos e suas vitimas através de particulas dos respetivos

tecidos ou fluidos (saliva, sangue, cabelo, pele...) em locais de crime.

3.2.1. O principio da eletroforese
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Figura 13 — Esquema de equilibrio de forgas em eletroforese.

para um elétrodo positivo (Fig 13).

As particulas coloidais suspensas tém carga elétrica
superficial, fortemente dependente das espécies
adsorvidas a sua superficie. Um campo elétrico externo exerce uma forca eletrostatica sobre estas particulas coloidais.
Durante a eletroforese, a forca, provocada pelo campo elétrico externo, opGe-se a forcas de friccdo entre a particula e
o fluido. Quando se igualam, a particula coloidal que ja estava em movimento, continua o0 movimento com velocidade
constante. A velocidade de migracdo é constante e depende da massa e da carga da particula, ou seja, de um equilibrio

de forcas que também tem em conta o retardamento por friccdo entre a amostra e o meio circundante (Fig. 13).

No fim da separagdo, as proteinas podem ser detetadas como bandas localizadas em diferentes posi¢cdes do
fluido. Este pode ser constituido por diferentes materiais, incluindo papel, acetato de celulose ou géis feitos de
poliacrilamida (polimero sintético), agarose (também conhecido por agar-agar) ou amido (polimeros naturais).

O avanco da frente pode seguir-se por observacdo com radiacdes UV, assim como a revelacdo do eletroforama.

A figura 14 ilustra alguns aspetos técnicos da eletroforese.

Figura 14 — Colocagdo de amostras de ADN em gel de agarose com uma pipeta multicanal (A); eletroforama revelado por radiagdes UV (B).
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3.2.2 O ADN e a identificacdo genética

As técnicas da engenharia genética permitem identificar pessoas pela andlise das suas moléculas de ADN (acido
desoxirribonucleico, DNA em inglés), a substancia que constitui os genes. Com exce¢do dos gémeos verdadeiros,

cada pessoa possui um conjunto de genes e, portanto, de moléculas de ADN, Unico.

O processo mais simples para caracterizar o ADN consiste em cortar as suas moléculas utilizando as chamadas
enzimas de restricao e analisando, em seguida, o tamanho dos fragmentos que se formaram. Uma enzima de
restricdo corta a molécula de ADN em pontos especificos, somente onde ocorre determinada sequéncia de bases
nitrogenadas. Como cada pessoa tem sequéncias tipicas de bases nitrogenadas, o nimero e o tamanho dos

fragmentos obtidos pelo corte enzimatico permitem caracterizar o seu ADN.

O tamanho dos fragmentos obtidos, apds o corte enzimatico, é determinado pela técnica de eletroforese. A mistura
de fragmentos de ADN é aplicada numa camada de gel e submetida a um campo elétrico. Nessas condi¢des, os

fragmentos movem-se com velocidades proporcionais ao seu tamanho, os menores mais rapidamente que os maiores.

Quando se desliga o campo elétrico, fragmentos com tamanhos iguais ficam na mesma posicdo do gel, formando
uma faixa. O padrao de faixas que se obtém é caracteristico para cada pessoa, correspondendo a sua «impressao

digital» genética. Trata-se de um eletroforama.

As relagGes de parentesco podem ser determinadas por técnicas de eletroforese. A figura 15 mostra as partes mais

importantes para identificar ADN, obtidas por eletroforese de ADN de uma familia: mae, pai e quatro filhos A, B, Ce D.
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Figura 15 — Eletroforamas de mae, pai e quatro filhos.

Algumas bandas maternas (azuis) e paternas (vermelhas) surgem no eletroforama dos filhos A e B. Ja C tem
bandas azuis da mae a ndo tem bandas vermelhas do pai; o seu ADN paterno ndo é do pai de A e de B, mas é de
outro individuo. O filho D poderia ser adotivo, ja que tanto o seu ADN materno quanto o paterno sdo de outros

pessoas diferentes de mae e pai identificados nos eletroforamas (Fig. 15).
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// Consultar os sitios da Internet para ver a realizagdo de uma eletroforese de gel.

ﬂ http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/

http://www.dnalc.org/resources/animations/gelelectrophoresis.html
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