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INTRODUCAO

O estudo de proteinas de eucariotos teve
um grande impulso a partir do
sequenciamento do genoma humano e de
outros  vertebrados  superiores. Esta
aquisicdo de conhecimento pela ciéncia
abriu caminho para o desenvolvimento de
novas técnicas para analisar o produto final
de alguns genes na célula, as proteinas.
Algumas proteinas com fun¢cbes ja bem
definidas, como as proteinas ribossomais,
surpreenderam e estdo surpreendendo
pesquisadores por serem multifuncionais.
Uma destas proteinas ribossomais que vem
sendo estudada e propiciando informagdes
bastante interessantes é a proteina
ribossomal L10 (RPL10) (NCBI:
NM_006013). Esta proteina é de grande
importancia para a sintese proteica, pois € a
dltima de trés proteinas que propiciam a
ligacdo da subunidade 60S com a
subunidade 40S, participa do acoplamento
do mRNA (acido ribonucléico mensageiro)
no complexo ribossémico para o inicio da
tradugdo deste ultimo [1].

Outra funcdo celular desta proteina € sua
acao da supressdo do desenvolvimento de
células tumorais. Esta acdo foi observada
em linhagens celulares de tumor de Wilms
(WT-1), um nefro blastoma pediatrico, que
possui baixa quantidade de mRNA para
esta proteina, quando comparada com a
concentracdo deste mRNA em culturas
revertidas ao fendtipo norma. Resultados
semelhantes foram observados em tecido
de alguns tumores de estomago, préstata e
ovario [2].

Este trabalho esta vinculado a um projeto
no qual o objetivo é estudar a proteina
RPL10, uma mutante desta e a acdo destas

duas como inibidores do crescimento
celular.

OBJETIVO

Geral: Caracterizar a proteina RPL10
recombinante. Especifico: 1) Isolar a
proteina RPL10 nativa apds expressao em
sistema bacteriano; 2) caracteriza-la fisico-
guimicamente e  estruturalmente  por
ensaios de Fluorescéncia.

METODOLOGIA

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE): Esta técnica é utilizada para
avaliar a composicdo e grau de pureza de
proteinas. Western blotting: Esta analise
de proteina é feita pelo método imunoldgico,
[3]. Dosagem das proteinas: Método por
Guanidina- Este método quantifica a
concentracdo de proteina total utilizando um

agente caotroépico, a guanidina.
Caracterizagéo por ensaios de
Fluorescéncia: 0S ensaios de
Fluorescéncia  permitem estudar a

conformacao terciaria da proteina, por
emissdo de fluorescéncia dos triptofanos
presentes na mesma. O comprimento de
onda de excitacdo foi de 280 nm e os
espectros de fluorescéncia foram coletados
entre os comprimentos de onda de 300 nm
a 430 nm.

RESULTADOS

A proteina RPL10 nativa jA4 esta sendo
expressa em sistema bacteriano com o
vetor p1813 RPL10. A estrutura secundaria
ja foi confirmada por analises por Dicroismo
Circular [2], porém as avaliacbes da



estrutura terciaria por Fluorescéncia sao
necessarias para a conclusao desta parte
inicial de caracterizacdo da proteina RPL10.
Apoés a expressao em sistema bacteriano e
isolamento da proteina RPL10 esta foi
avaliada em SDS-PAGE. Na Fig. 1 estédo as
amostras da expressao total de RPL10
(linha 1) e na linha 3 encontra-se a amostra
da proteina isolada.
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Figura. 1. Gel de poliacrilamida contendo
amostras de cultura bacteriana expressando
RPL10. Linhas: M, marcador de peso
molecular; 1, extrato de cultura bacteriano
induzida; 2, sobrenadante da cultura
induzida (spl); 3, amostra com a proteina
RPL10 (sp2).

Apoés a obtencdo da proteina com 95% de
pureza, foi feita a quantificacdo pelo método
de Guanidina e a média das quantificacdes
foram 1,4 + 0,11mg de proteina RPL10 por
mL de cultura bacteriana. Em seguida,
foram feitas as analises da estrutura com a
técnica de Fluorescéncia. Na Fig. 2 esta o
perfil obtido com a proteina RPL10.
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Figura 2: Perfil obtido com a proteina
RPL10 com a técnica de Fluorescéncia.

Neste grafico o pico de fluorescéncia foi em
335nm, proximo da fluorescéncia do
Triptofano que € em 340nm. Estes dados
mostram o enovelamento da proteina, pois
a emissao do Triptofano ndo é maxima e o
perfil obtido €& similar ao descrito na
literatura para a RPL10 de ostra [2].

As proximas etapas serdo as analises da
proteina interagindo com ions Zinco e a
avaliacdo de sua conformacdo quando sao
retirados os ions Zinco.

CONCLUSOES

A proteina RPL10 ap0s expressa em
sistema bacteriano foi isolada e a
caracterizagcdo por SDS-PAGE confirmou
seu isolamento e as andlises da sua
estrutura terciaria foram confirmadas por
Fluorescéncia. De posse destes resultados
concluimos que a proteina RPL10 esta em
sua forma integra e na sua conformacédo
correta.
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