
brought to you by 
C

O
R

E
V

iew
 m

etadata, citation and sim
ilar papers at core.ac.uk

provided by R
epositório C

ientífico da U
niversidade de É

vora

https://core.ac.uk/display/62442776?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




2D: Separação Bidimensional

2 Dimensões Bioquímicas 

no Diagnóstico Alergológico

Luís Martins
Dep Med Vet e ICAAM - UÉ



2D: Separação Bidimensional

• Objectivo: 

Identificar e Caracterizar Alergénios

• Via: 

Apresentação das proteínas separadas ao 
reconhecimento pelas Ig



2D: Separação Bidimensional

• Fontes Alergénicas 



2D: Separação Bidimensional

• 1º Obtenção das fontes alergénicas 

• 2º Extracção proteica



2D: Separação Bidimensional

• 3º Padronização dos extractos

Remoção de insolúveis

Ajuste da Concentração ao protocolo de separação
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• 4º Separação das proteínas de acordo com 2 
propriedades , sucessivamente

i) Ponto Isoeléctrico (pI) → IEF
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2D: Separação Bidimensional

• 4º Separação das proteínas 

de acordo com 2 propriedades, 

sucessivamente 

ii) Massa Molecular (kDa) ii) Massa Molecular (kDa) 

→ SDS PAGE Bidimensional

Migração competitiva em gel

pH 3

pH 10



2D: Separação Bidimensional

• 5º Detecção das “spots” proteicas, por coloração  e por 
Western Blot com Identificação de Alergomas e 
caracterização de Espectrotipos

Western Blot 2D Separação 2D corada

SDS

PAGE

1D



2D: Separação Bidimensional

• Permite:  I - Elevada Definição de Separação 
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II - Diferenciar os espectrotipos individuais próximos na 1D

Indivíduo 2Indivíduo 1

In Allergome: the characterization 
of allergens based on a 2D gel 
electrophoresis approach. Chardin 
H, Peltre G. Expert Rev. Proteomics 
(2005) 2(5): 757-765.

Indivíduo 3Proteinograma
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III - Relacionar expressão de alergénios com o estado da fonte

Extracto 
Prick

In Allergome: the characterization 
of allergens based on a 2D gel 
electrophoresis approach. Chardin 
H, Peltre G. Expert Rev. Proteomics 
(2005) 2(5): 757-765.

Extracto 
Manufacturados
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IV - Melhorar consideravelmente a identificação da pequena porção do 

proteoma constituída pelos alergénios

V - Relacionar comportamentos clínicos com reconhecimento molecular

VI - Aprofundar a necessária relação entre diagnóstico in vitro e in vivo

VII - Contribuir para a utilização de imunoterapia mais dirigida e eficaz

VIII - Evoluir para Micro- ou Nanotecnologias, no princípio do 

reconhecimento da diversidade alergénica intra-específica

IX - Melhorar consideravelmente o diagnóstico alergológico, passo essencial 

para uma verdadeiramente eficaz terapia alergénio-específica



Maldito 
feno!

Outra vez a 
Primavera!

feno!


