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Resumo 
 
 
O objetivo deste trabalho foi  investigar a  possível interação in vitro  entre  as 
proteínas Rnd1, uma GTPase de baixa massa molecular pertencente à família de 
proteínas Rho, e STI1 (stress-inducible protein 1), um ligante para a proteína prion 
celular. Para tanto, foi necessário  produzir reagentes  específicos  que  pudessem 
permitir o estudo e a compreensão desta possível interação. A pequena GTPase 
Rnd1 e a proteína STI1 são ambas expressas no sistema nervoso central e estão 
envolvidas  em  crescimento  de  neuritos  e  na  plasticidade  do  citoesqueleto 
sugerindo  uma  possível  participação  da  interação  Rnd1-STI1  nestes  eventos 
celulares.  Células  da  linhagem  SH-SY5Y  e  cultura  primária  de  neurônios  do 
hipocampo  de  camundongos  E16  foram  utilizadas  em  ensaios  de 
imunofluorescência  com  os  anticorpos  anti-STI1  e  anti-Rnd1  para  avaliar  a 
distribuição  e  a  co-localização  destas  proteínas  nestes  tipos  celulares.  Nossos 
resultados demonstram que  tanto a  quimera protéica  GFP-STI1,  expressa  em 
células 293T transfectadas quanto a proteína endógena presente em extratos de 
encéfalos  de camundongos interagem com a  proteína  GST-Rnd1 imobilizada na 
matriz  de  glutationa-sepharose.  GFP-STI1  e  STI1  endógena  interagem 
especificamente  com  a  proteína  GST-Rnd1  já  que  pouca  STI1  ou  GFP-STI1 
interage com GST. As imunofluorescências  e  o  ensaio  de  co-imunoprecipitação 
corroboram os resultados obtidos nos ensaios de pull-down. Assim, especula-se 
que STI1 e Rnd1 poderiam interagir in vivo, possuindo tal interação relevância nos 
processos de plasticidade do citoesqueleto, ação neuroprotetora e neuritogenese. 
A relevância biológica para está possível interação está sob investigação. 
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Abstract 
 
The aim of this work was to investigate an in  vitro interaction between Rnd1, a 
small  GTPase,  and  STI1,  a cellular  prion ligand.  Both are  expressed  in central 
nervous  system  and  are  involved  with  neurite  outgrowth  and  cytoskeleton 
plasticity, suggesting a putative cross-talking. Based on these data and other 
reported results, we decided to investigate if a specific interaction between Rnd1 
and STI1 could be observed. Recombinant Rnd1 protein was obtained by an E. 
coli  heterologous  system  after  bacterial  cells  transformation  by  pGEX4T2-Rnd1 
and  pQE30-Rnd1  vectors.  SH-SY5Y  cell  line  and  primary  cultures  from  mouse 
hipocampal E16 brain were used for imunofluorescence assays with anti-STI1 and 
anti-Rnd1to verify a putative colocalization. Our results show that both GFP-STI1 
fusion proteins, expressed in 293T cells, and endogenous STI1 from mouse brain 
interact with GST-Rnd1 immobilized on glutathione-sepharose beads. While GFP-
STI1  and  endogenous  STI1  specifically  bind  GST-Rnd1,  little  binding  was 
observed when GST alone was immobilized on sepharose beads. Rnd1 and STI1 
can in vitro interact and its biological relevance may involve cytoskeleton plasticity 
and  neurite  outgrowth  during  SNC  development  and  maintenance.  The 
immunofluorescence  and  the  co-immunoprecipitation  assays  support  possible 
physical and functional interaction between Rnd1 and STI1. Biological relevance 
for this association is under investigation. 
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1 Introdução  
 
1.1 Origem embrionária do sistema nervoso 
 
O  sistema  nervoso  de  vertebrados  é  originado  a  partir  do  folheto 
embrionário  chamado  ectoderma.  O  ectoderma,  o  endoderma  e o  mesoderma 
representam os três principais folhetos embrionários do estágio de blástula que se 
forma  durante  as  primeiras  clivagens  do  embrião  (Kintner  et  al,1999).  Na 
passagem da segunda para a terceira semana de gravidez, em um certo ponto do 
ectoderma as células proliferam mais intensamente e migram para dentro de um 
orifício  que  se  forma  nesse  folheto.  Diz-se  então  que  ocorre  a  invaginação  do 
ectoderma,  formando  o  terceiro  folheto  entre  este  e  o  endoderma  que  é  o 
mesoderma.  A  partir  deste  ponto  o  embrião  fica,  então,  constituído  por  três 
folhetos embrionários justapostos (Lent, 2004). 
O mesoderma exerce uma forte influência sobre o ectoderma que o cobre, 
agora chamado neuroectoderma porque é  a  partir  dele  que  se formará  a  quase 
totalidade do  sistema  nervoso.  O resultado da  interação  do  mesoderma  com  o 
neuroectoderma  é  que  as  células  deste  proliferam  e  se  alongam,  tormando-se 
cilíndricas. A região fica mais espessa e passa a ser chamada de placa neural. As 
células continuam a se dividir e tornam-se agora prismáticas, causando com isso o 
dobramento  da  placa  neural  em  torno  de  um  sulco  –  o  sulco  neural.  A  placa 
gradativamente se fecha sobre si mesma e finalmente forma o tubo neural. No 
ponto  de  encontro dos  lábios  do  sulco  neural,  algumas  células  se  destacam  e 
constituem duas lâminas longitudinais conhecidas como cristas neurais. A placa e, 
depois, o tubo e as cristas neurais, podem ser considerados as mais precoces 
estruturas  precursoras do sistema  nervoso. O tubo  neural irá  formar o  sistema 
nervoso central,  enquanto a crista  dará origem aos  componentes do sistema 
nervoso periférico (Lent, 2004). 
Anatomicamente  o sistema  nervoso est
á dividido  em  sistema nervoso 
central  (SNC),  formado  pelo  encéfalo  e  medula  espinhal,  e  sistema  nervoso 
periférico (SNP),  formado pelos  nervos  e por  pequenos agregados de  células 
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nervosas denominados gânglios nervosos.  O funcionamento do sistema nervoso 
depende de uma complexa rede de circuitos neurais.  Esta complexidade  tem 
origem na impressionante morfologia intrincada que neurônios adquirem desde o 
momento  em  que  eles  se  diferenciam  a  partir  de  uma  simples  célula  esférica. 
Assim, o surgimento e alongamento de axônios e dendritos, no momento certo e 
na  direção  certa,  formam  a  base  correta  da  conectividade  neural  e 
conseqüentemente do funcionamento do cérebro (Silva et al, 2002).  
Em vertebrados, a maioria dos neurônios possui um único prolongamento, 
o axônio, que  é especializado em  transmitir sinais  a outras  células, assim  como 
possuem  também  muitas  pequenas  projeções  ramificadas  no  corpo  celular 
especializadas  em receber  sinais denominadas  dendritos.  Talvez  compreender 
esta  polaridade  celular  fundamental  possa  ser  um  bom  começo  para  a 
compreensão da complexidade do sistema nervoso (Rolls et al, 2003). 
 
 
 1.2 Células nervosas 
 
O  tecido  nervoso  é  constituído  por  dois  componentes  principais,  os 
neurônios e os vários tipos de células da glia ou neuroglia. Os neurônios e células 
da glia do sistema nervoso central (S.N.C.) derivam de uma região especializada 
da ectoderme embrionária chamada de placa neural. Esta região se diferencia sob 
a influência  de  sinais indutores  provenientes da  endoderme  e mesoderme axial, 
placa pré-cordal e notocorda e se fecham para dar origem ao tubo neural. O tubo 
neural é composto de uma camada de células neuroepiteliais que originam  uma 
cavidade  no  centro  (futuro  sistema  ventricular  do  cérebro).  Mecanismos 
regionalizados controlam diferenças nas taxas de proliferação e diferenciação do 
neuroepitélio.  Estas  diferenças  resultam  em  diferenças  de  especializações  e  na 
diversidade de células neuronais no  SNC maduro  (exceto  para  a microglia).  Por 
sua, vez os progenitores de células neuronais proliferam principalmente nas zonas 
ventriculares  e  subventriculares  do  tubo  neural  e  migram  para  colonizar  zonas 
superficiais do tubo neural (Castro, 2003). 
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Padrões  extremamente  precisos  de    conexões  entre  um  grande  número 
de neurônios  é  necessário  para  que  o  sistema  nervoso  maduro  seja    capaz  de 
executar todas as suas funções.  Esta conexão precisa  é estabelecida durante o 
desenvolvimento  embrionário  e  início  do  desenvolvimento  pós-natal,  uma  vez 
que  neurônios  pós-mitóticos  tenham  concluído  sua  migração  estabelecendo  ou 
não seus contatos sinápticos (Castro, 2003).  
   

 
 
1.3 Migração neural 
 
Durante o desenvolvimento do cérebro, muitos neurônios migram longas 
distâncias  antes  de  se  estabelecerem  e  diferenciarem.  Essa  migração  é 
coordenada de forma a garantir o desenvolvimento normal do encéfalo (Ballif et al, 
2004). No sistema nervoso central, as células gliais freqüentemente promovem um 
caminho  para a  migração.  O  tubo neural  de um embrião de  vertebrado,  por 
exemplo, contém um suporte de células gliais radiais. Cada uma dessas células 
estende-se da superfície interna para a externa do tubo, numa distância que pode 
ser de até 2 cm no córtex cerebral do cérebro de um primata em desenvolvimento. 
Os  neurônios  prospectivos  vão  através  de  sua  divisão  celular  final  próximo  ao 
lúmen do tubo neural e então viajam para longe ao longo das células gliais radiais 
(Yamauchi et al, 2004; Hempstead et al, 2005). 
Logo que a célula precursora de um neurônio para de se dividir, inicia-se 
um movimento migratório que  leva o  neurônio juvenil  ao local definitivo  onde se 
estabelecerá. Isso ocorre tanto para células do tubo neural, que formarão o SNC, 
como para as células da crista neural, que formarão as estruturas do SNP (Lent, 
2004). No desenvolvimento do sistema nervoso central, axônios são guiados por 
sinais da glia com o objetivo de estabelecerem conexões com alvos específicos, 
algumas vezes, muito distantes do local onde permanece o corpo celular (Mendes 
et al, 2003). 
O neurobiólogo  sérvio  Pasko  Rakic,  baseado  na  observação  de  antigos 
histologistas descreveu que o tubo neural apresenta precocemente uma paliçada 
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de células  da glia cujos  prolongamentos estendem-se da superfície ventricular á 
superfície pial: essas células são conhecidas como glia radial, e se transformam 
posteriormente em astrócitos.  Rakic  verificou,  ao  microscópio  eletrônico,  que  os 
neurônios migrantes estavam sempre aderidos a um prolongamento da glia radial, 
e propôs  a hipótese que a paliçada  radial fornecia os trilhos  ao  longo dos quais 
deslizariam os neurônios migrantes. Outros experimentos comprovaram a idéia de 
Rakic, mas descobriram também casos de migração não radial (Lent, 2004) onde 
os neurônios migram superficialmente ao longo da membrana pial seguido de um 
neurônio  líder  –  o  axônio  –  em  um  tipo  de  migração  referida  como  neurofílica 
(Silva et al, 2002). Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que 80 a 90% dos 
precursores neurais no córtex  cerebral  migram em  uma  via  dependente da glia-
radial (Silva et al, 2002). 
Nas regiões laminadas do sistema nervoso central (como córtex cerebral e 
cerebelar,  a retina  e outras regiões),  as  camadas  são  formadas  pela  migração 
simultânea  de  conjuntos  de  neurônios  juvenis  que  param  em  um  certo  local 
sincronizadamente. Nas regiões não laminadas (como no diencéfalo e no tronco 
encefálico), grupos de neurônios migrantes se agregam para formar os núcleos. É 
desse modo que se constituem as entidades citoarquitetônicas características do 
sistema  nervoso  adulto,  às  quais  se  atribuem  também  unidades  funcionais,  ou 
seja, participação coletiva numa mesma função (Lent, 2004).  
 
 
1.4 O cone de crescimento 
 
O estabelecimento de uma morfologia polarizada e a especialização  de 
diferentes compartimentos celulares são  passos  essenciais  na  diferenciação  de 
neurônios  (Schwamborn  e  Püschel,  2004).  O  padrão  do  indivíduo  adulto  da 
conectividade neural é estabelecida durante o desenvolvimento quando cones de 
crescimento  seguem  rotas  estereotipadas  para  suas  sinapses  alvo.  A 
responsividade de axônios em desenvolvimento para pistas celulares é objeto de 
extensa  modulação  a  ponto  de  cones  de  crescimento  reagirem  à  mesma  pista 
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celular de forma diferente a depender do contexto do desenvolvimento no qual a 
pista celular é encontrada (Kantor et al, 2004). 
O cone de crescimento foi descrito pela primeira vez por Ramón y Cajal no 
início  do  século  XX,  não  só  na  ponta  de  axônios  mas  também  em  dendritos. O 
cone de crescimento se movimenta lentamente através do tecido circundante. Ele 
compreende tanto o instrumento que permite o desenvolvimento quanto o aparato 
que direciona a ponta de cada prolongamento ao longo de seu próprio caminho. 
Muito do que se sabe sobre as propriedades dos cones de crescimento vem de 
estudos em cultura de tecidos ou células.  Podemos  assistir  como  um  neurônio 
começa a projetar seus prolongamentos, todos semelhantes no começo, até que 
um dos  cones em  crescimento execute  um súbito  retorno na  sua velocidade, 
identificando seu prolongamento como o axônio, com seu próprio conjunto axônio-
específico de proteínas (Castro, 2003; Huber et al, 2003).  
O contraste entre axônio e  dendrito estabelecido  neste  estágio  vai  fazer 
com que os dois tipos de prolongamentos espalhem-se para diferentes distâncias, 
para  seguir  diferentes  caminhos  e  para  desempenhar  diferentes  papéis  na 
formação de sinapses (Huber et al, 2003). Para um neurônio isolado em cultura de 
neurônios  do  hipocampo  piramidal,  por  exemplo,  a  distinção  entre  axônio  e 
dendritos nas primeiras 24 horas não  é sempre fácil de  se  ver, e  é conveniente 
referir-se a ambos os tipos de prolongamentos como neuritos  (Rao et al, 2005). 
Logo depois de plaqueadas estas células  estendem  prolongamentos  chamados 
lamelipodia e subseqüentemente muitos processos, que como dito anteriormente 
são indistinguíveis até que um deles se torne um axônio. O papel da dinâmica dos 
filamentos de actina são considerados importantes neste evento (Schwamborn e 
Püschel, 2004).  
O  cone  de  crescimento  na  extremidade  de  um  típico  neurito  em 
crescimento rápido move-se para fora em uma velocidade de cerca de 1mm por 
dia. Ele consiste de uma expansão ampla, achatada como a palma de uma mão, 
com  muito  longos  microespinhos  ou  filopodia  que  se  estendem  como  dedos  . 
Estes  são  continuamente  ativos:  alguns  se  retraem  para  dentro  do  cone  de 
crescimento enquanto outros vão se alongando, ondulando, e tocando e aderindo 
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ao substrato. As “tramas” ou “véus” entre os filopodia formam os lamelipodia com 
uma típica membrana franzida. Todos estes aspectos, bem como a configuração 
interna do  citoesqueleto sugere que o  cone de crescimento desliza para  fora 
quase da mesma  maneira que a borda anterior de  uma célula, tal  como um 
neutrófilo ou fibroblasto. Com seus filopodia e lamelipodia o cone de crescimento 
explora as  regiões  que  se  localizam em frente  e em  cada  lado.  Quando tal 
protrusão contacta uma superfície desfavorável, ela se desfaz; quando ela contata 
uma superfície  mais  favorável,  ela  persiste  por  mais  tempo,  levando  o  cone  de 
crescimento como um todo a se mover naquela direção. Desta meneira, o cone de 
crescimento pode ser guiado para variações sutis nas propriedades de superfície 
dos substratos da ECM sobre os quais ele se move (Huber et al, 2003; Silva et al, 
2002; Kruger et al, 2005). 
Um  cone  de  crescimento  em  desenvolvimento  encontra  inúmeros 
microambientes, e alguns sítios podem conter moléculas que são mais adesivas 
que em outros sítios. A habilidade do cone de crescimento (ou uma outra célula) 
em migrar sobre um gradiente de moléculas de adesão é chamado de haptotaxis. 
O cone de crescimento tem receptores que reconhecem proteínas  encontradas 
em certas lâminas  basais,  e  arrasta  o  axônio  ao  longo  desta  via  recoberta  por 
estas proteínas. Quando colocado em placa de cultura um explante da retina não 
estenderá  axônios  prontamente sobre a placa de plástico.  Entretanto  quando  o 
plástico  é  recoberto  com  fibronectina  ou  laminina,  longos  prolongamentos 
axônicos  são  observados.  Existem  pelo  menos  quatro  regiões  da  glicoproteína 
laminina  que  podem  dar  suporte à  migração  axonal  e  crescimento  do  cone. 
Primeiro, integrinas no cone de crescimento podem ligar-se à seqüência RGD da 
proteína  laminina.  Segundo,  outro  receptor  no  cone  de  crescimento  pode 
reconhecer a seqüência de aminoácidos YIGRS na laminina, enquanto a região 10 
rica em isoleucina do peptídeo B2 é crítica para o desenvolvimento de neuritos de 
alguns neurônios (Matsuzawa et al. 1996; Gilbert et al,1997). O quarto receptor do 
cone  de  crescimento  para  laminina  é  uma  glicosiltransferase  que  reconhece 
cadeias particulares de carboidratos na molécula de laminina. (Gilbert, 1997).  
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Freqüentemente  os  cones  de  crescimento  tomam  rotas  que  foram 
inauguradas  por outros neuritos, que  eles seguem  através de orientação por 
contato. Como resultado, fibras nervosas em um animal adulto são  usualmente 
encontradas  agrupadas em feixes  paralelos compactos. Tal deslizamento dos 
cones de crescimento ao longo dos axônios é considerado como sendo mediado 
por adesão  homofílica  – glicoproteína  de  membrana  que  ajudam  a  célula  a  se 
apresentar  para  ligação  com  qualquer  outra  célula  que  também  assim  se 
apresente. As duas classes mais importantes de tais moléculas, já mencionadas, 
são as da superfamília das imunoglobulinas, tais como as N-CAM, e aquelas da 
família das caderinas dependentes de Ca
2+ 
, tais como N-caderina. Membros de 
ambas as famílias estão  geralmente presentes nas superfícies dos cones  de 
crescimento,  dos  axônios  e  de  vários  outros  tipos  de  células  que  os  cones  de 
crescimento  distribuem,  incluindo  células  gliais  do  sistema  nervoso  central  e 
células musculares na periferia do corpo (Silva et al, 2002; Ettienne-Manneville et 
al, 2002; Huber et al, 2003; Yamauchi et al, 2004; Bamji et al, 2005). 
É ainda incerto quantas diferentes combinações de proteínas de adesão, 
tais  como  N-CAM,  N-caderina  e  integrinas  na  membrana  dos  cones  de 
crescimento  são  suficientes  para  explicar  porque  alguns  cones  de  crescimento 
seguem uma  rota,  enquanto outros  seguem outras,  ou como  um conjunto de 
axônios  ao  atingir  suas  regiões  alvo,  são  capazes  de  formar  sinapses  em  um 
arranjo  ali  ordenado.  Moléculas  de  adesão  não  são  certamente  as  únicas 
influencias  em  ação.  Os  contatos  que  um  cone  de  crescimento  faz  com  as 
superfícies e  matrizes  celulares podem  dar  origem a  sinais intercelulares que 
podem, por exemplo, inibir ativamente movimentos para diante. Substâncias que 
se difundem através  do  meio  extracelular  como  fatores  neurotróficos  (NGF,  por 
exemplo)  podem  também  dar  origem  a  gradientes  que  promovem  a  orientação 
(Huber et al, 2003; Yamauchi et al, 2004; Bamji et al, 2005). 
 Até  o momento  duas  classes  de  proteínas  têm  estado  implicadas no 
estabelecimento  da  polaridade  neural.  A  primeira  classe  está  envolvida  no 
remodelamento  dos  filamentos  de  actina,  um  dos principais  componentes  do 
citoesqueleto. O rearranjo do citoesqueleto de actina deve participar de qualquer 
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evento  de  mudança  na  forma  da  célula,  tal  como  a  projeção  de  axônios  e 
dendritos,  e  é  particularmente  importante  nos  estágios  iniciais  da  formação  de 
axônios.  As  proteínas  em  questão  incluem  moduladores  de  outra  classe  de 
filamentos  do  citoesqueleto,  os  microtúbulos.  Proteínas  desta  classe  são 
exclusivas para, ou usadas diferentemente por neurônios (Rolls et al, 2002). 
Participando  do  controle  do  citoesqueleto  de  actina  em  resposta  a 
estímulos  extracelulares  a  superfamília  de  GTPases  monoméricas  Ras  é 
particularmente  interessante  a  biólogos  moleculares  (por  serem  seus  membros 
reguladores  de  muitos  aspectos  do  comportamento  celular).  Estas  pequenas 
GTPases  que  somam  mais  de  60  representantes  em  mamíferos,  estão 
representadas por  cinco  grupos: Ras,  Rho,  Rab,  Arf  e Ran  (Manneville  et  al, 
2002). 
 
 
1.5 A superfamília Ras de GTPases monoméricas 
 
1.5.1 As proteínas Ras 
 
O citoesqueleto de actina tem um importante papel na definição da forma 
celular e em orquestrar muitos dos aspectos do comportamento celular como a 
migração, direcionamento de axônios, fagocitose e citocinese. A migração celular 
é  geralmente  acompanhada  de  mudança  na  morfologia  da  célula,  é  de  grande 
importância  na  embriogênese,  mas  é  também  crucial  em  adultos  durante 
processos inflamatórios e pode também responder pelo processo de metástase e 
invasão. No momento existem muitas evidências de que as GTPases Ras e Rho 
façam distintas e cooperativas contribuições para estes processos (Harada et al, 
2005; Ridley , 2004). 
As  proteínas  Ras pertencem  à  grande  superfamília  Ras  de  GTPases 
monoméricas,  a  qual  também  engloba  outras  duas  subfamílias:  Rho  e  Rac, 
envolvidas na transmissão  de  sinais  a  partir  de  receptores  na  superfície  celular 
para a actina do citoesqueleto, e a família Rab, envolvidas na regulação do tráfego 
de vesículas transportadoras celulares. Da mesma forma que quase todas essas 
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GTPases monoméricas,  as  proteínas  Ras  possuem  um  grupo  prenila  ligado  de 
forma covalente que auxilia na ancoragem da proteína na membrana plasmática, 
neste caso voltada para o citoplasma, onde a proteína exerce suas funções (Bar-
Sagi et al, 2000). 
As  proteínas  Ras  auxiliam  na  transmissão  de  sinais  dos  receptores  de 
tirosinoquinases  ao  núcleo,  principalmente  no  estimulo  de  diferenciação  ou 
proliferação  da célula. Se  a  atividade de  Ras é  inibida  pela microinjeção de 
aniticorpos neutralizantes dirigidos contra Ras ou por formas mutantes dominante 
negativa, as respostas de proliferação ou de diferenciação normalmente induzidas 
pelos receptores tirosinaquinases ativados deixam de ocorrer, inversamente, se 
uma forma mutante hiperativa da proteína Ras é introduzida na célula, o efeito de 
proliferação ou  de diferenciação  é geralmente  o mesmo que o induzido pela 
interação  do  ligante  aos    receptores da superfície  celular  (Shibata  et      al,1996; 
Pozo et al, 2000). 
As  GTPases da superfamília  Ras atuam, também,  como interruptores 
moleculares  para controlar um grande número  de  vias  bioquímicas  em  células 
eucarióticas. Dentre as 60 ou mais que já foram identificadas em mamíferos, as da 
família Rho são de interesse especial por serem responsáveis por acoplar vias de 
transdução  de  sinais  intracelulares  a  mudanças  no  meio  extracelular  (Etienne-
Manneville et al, 2002). Como quase todas as GTPases, elas existem em uma 
forma inativa (ligada a GDP) e ativa (ligada a GTP). GEFs (guanine nucleotide 
exchange  factors)  catalizam  a troca  de  GDP  por  GTP  (que  tem  concentração 
intracelular maior que a de GDP) (Harada et al, 2005). Na sua forma ativa, ligada a 
GTP,  as  GTPases  Ras  e  Rho  interagem  com  suas  proteína  alvo  e  promovem 
respostas  celulares.  Finalmente,  sua  atividade GTPásica    intrínseca,  catalizada 
pelas GAPs (GTPase activating proteins), completa o ciclo e a GTPase retorna ao 
seu estado inativo ligado a GDP. Ras e Rac - subfamília  Ras  de  GTPase  que 
estimula  a  formação  de  lamelipódios  e  pregas  de  membrana  -  são  também 
ativadas  depois  da  ligação  de  integrinas  com  moléculas  da  matriz  extracelular 
(Burridge et al, 2004; Bar-Sagi et al, 2000). 
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1.5.2 A família de GTPases monoméricas Rho 
 
O gene para rho foi identificado em 1985 (Etienne-Manneville et al, 2002), 
mas foi somente em agosto de 1992 em artigo científico  publicado  por  Ridley  e 
Hall que as GTPases Rho saíram  da  sombra  das  GTPases  Ras.  Este  trabalho 
atraiu os olhares dos pesquisadores para o universo do citoesqueleto, já que duas 
das mais  importantes estruturas  do  citoesqueleto de células  em  cultura  são  as 
fibras de estresse e pregas de membrana. Naquele momento, entretanto, pouco 
se sabia sobre a organização  destas  estruturas.  Ridley  e  Hall  em  1998  não  só 
estabeleceram  que  estas  estruturas  são  reguladas  por  Rho  e  Rac 
respectivamente, mas que estas GTPases atuam na sinalização  regulando  para 
baixo vias de sinalização a partir de fatores de crescimento e outros agentes que 
atuam sobre receptores na superfície celular. As proteínas da família Rho-like são 
muito  similares  na  seqüência  de  aminoácidos e  quando superexpressas  como 
proteínas  ativadas,  cada  uma  delas contribui  com  a  contração  e  formação  de 
fibras de estresse e adesões focais (Burridge et al, 2004). 
As  proteínas  da  família  Rho  participam  de  muitos  outros  processos 
celulares  além  daqueles  envolvidos  com  o  citoesqueleto,  como  por  exemplo, 
regulação  da  polaridade  celular,  transcrição  gênica,  progressão  da  fase  G1  do 
ciclo  celular,  dinâmica  de  microtúbulos,  vias  de  transporte  de  vesículas  e  uma 
variedade de atividades enzimáticas indo desde NADPH  oxidase em fagócitos a 
glucan sintase em leveduras (Etienne-Manneville et al, 2002). Existem evidências 
de  que  proteínas  Rho  podem  alterar  a  expressão  de  genes  codificantes  de 
proteínas envolvidos na proteólise da matriz extracelular (Ridley , 2004).  
Muito progresso tem sido obtido no estudo dos mecanismos moleculares 
envolvidos no controle da organização do citoesqueleto de actina, e já está bem 
estabelecido  que  membros  da  família  de  GTPases  monoméricas  Rho  são 
reguladores fundamentais  do citoesqueleto de  actina de  vários tipos celulares 
(Etienne-Manneville et al, 2002). Como outras GTPases da superfamíla Ras elas 
servem como  interruptores moleculares  por  transitarem entre  um estado  ativo 
(ligado a GTP) e um estado inativo (ligado a GDP), essas trocas são catalizadas 
por  GEFs  e  GAPs respectivamente  como  descrito  anteriormente,  e  uma  vez 
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ativadas essas proteínas  levam a uma variedade de respostas celulares. Até  o 
momento já foram descritas pelo menos 20 proteínas Rho em mamíferos: Rho (A, 
B e C), Rac (1, 2 e 3), Cdc42, TC10, TCL, Wrch, Chp/Wrch2, RhoG, RhoD, Rif, 
RhoH/TTF, RhoBTB (1 e 2) e Rnd (1, 2 e 3) (Oinuma et al, 2003; Burridge et al 
2004). Dentre elas, as funções  de  Rho,  Rac  e  Cdc42  tem  sido  extensivamente 
caracterizadas.  Em  células  nervosas,  ativação  de  Rac  e  Cdc42  induzem  a 
formação de lamelipódios e filopódios de cones de crescimento e estimulação do 
crescimento de neuritos. Por outro lado, a ativação  de  Rho  induz  a  inibição  da 
neuritogênese  e  retração  de  neuritos.  Estudos  recentes  têm  revelado  o 
envolvimento  de  GTPases  da  família  Rho  na  regulação  para  baixo  de  vias  de 
sinalização de  uma variedade  de  neurotrofinas  e  moléculas  direcionadoras de 
axônios na regulação do citoesqueleto de actina (Katoh et al, 2002).  
 
 
1.5.3 Caracterizando as GTPases Rnd (1, 2 e 3) 
 
As  proteínas  Rnd  (Rnd1,  Rnd2  e  Rnd3/RhoE)  compreendem  uma 
ramificação  da  família  Rho  de  GTPases  que  não  tem  afinidade  por  GDP  e  não 
possui atividade GTPásica intrínseca (Nobes et al, 1998). Rnd1/Rho6 e Rnd2 são 
expressas no cérebro  enquanto  Rnd2  é  altamente  expressa  em  espermátides  e 
espermatócitos  (Kim  et  al.,  2003;  Naud  et  al,  2003)  Rnd1/Rho6  é  também 
expressa no fígado, em células endoteliais (Warton et al, 2004) e tem expressão 
aumentada  em  células  do  miométrio  durante  a  gravidez  (Kim  et  al,  2003).  Em 
precursores neurais a  superexpressão da GTPase Rnd1/Rho6 inibe a formação 
das  fibras  de  estresse  e  induz  a  desorganização  do  citoesqueleto  de  actina  e 
adesões focais, causando a perda de adesão à matriz extracelular (Vayssière et 
al,  2000).  Rnd3/RhoE  possui  aparentemente  expressão  ubíqua  (Ishikawa  et  al, 
2003). 
Estudos iniciais têm sugerido que as proteínas Rnd têm papel fundamental 
na regulação celular por neutralizar as funções biológicas da GTPase RhoA, mas 
a  base  molecular  deste  antagonismo  é  desconhecido.  Possíveis  mecanismos 
através dos quais as proteínas Rnd podem funcionar como antagonistas da RhoA 
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incluem seqüestro de efetores moleculares da RhoA, inibição de GEFs e ativação 
de GAPs para RhoA - como a p190RhoGAP (Wennenberg et al, 2003). Um efetor 
de  proteínas  Rnd  é  uma  molécula  denominada  Socius,  que  interage 
especificamente com GTPases Rnd não apresentando homologia significativa com 
nenhuma outra proteína (Katho et al, 2002).  
Wennenberg e colaboradores em 2003  demonstraram que Socius induz o 
colapso  das  fibras  de  estresse  de  actina  atuando  como  parceiro  molecular  da 
GTPase  Rnd1  enquanto  Tateiwa  e  colaboradores  (2005)  demonstraram  que 
Socius exerceria esta atividade via a extremidade carboxi-terminal downstream na 
cascata de sinalização de  Rnd1 e Rnd3. Além disso foi demonstrado que quando 
Socius interage diretamente com as subunidades Gá
12
 e Gá
13 
da proteína G
12
 , via 
sua extremidade amino-terminal , promove a ativação de RhoA. Estes resultados 
sugerem,portanto, que Socius também estaria funcionando como um regulador da 
atividade de proteínas G via mecanismo ainda  não conhecido.  Rnd1 foi  também 
descrita por interagir com a proteína  adaptadora  Grb7,  mas  os  efeitos  celulares 
dessa  interação  não  foram  estudados  (Vayssière  et  al,  2000).  Também  foi 
demonstrado que Rnd1 se liga a Plexina-A1, a subunidade transdutora de sinal do 
receptor  para  Semaforina-3A,  resultando  em rearranjo  de  actina  e colapso  de 
cones  de crescimento.  Neste  contexto  foi  descrito um  mecanismo  antagonista 
exercido pela Rnd1 e outra GTPase RhoD. Aparentemente há  uma  competição 
entre estas duas GTPases pelo domínio citoplasmático da Plexina-A1 quando da 
associação desta com a Sema-3A (Zanata et al, 2002b). 
As  proteínas  Rnd  compartilham  54-63%  de  homologia  entre  seus 
membros aproximadamente 45-49% de identidade com Rho, e pouca semelhança 
com outros membros da família Rho (Rac, Cdc42 e etc). Assim as três proteínas 
Rnd formam uma nova ramificação da família Rho (Nobes et al, 1998), entretanto 
mostram diferenças  significativas de outros membros  da família Rho em relação 
ao seu tamanho, carga, e propriedades bioquímicas.  Suas  massas  moleculares 
esperadas são  altas  (se  comparadas  com  as  demais  proteínas  da  família  Rho) 
devido a extensões NH
2
-terminal para Rnd1/Rho6 e Rnd3/RhoE e COOH-terminal 
de    aproximadamente  30  aminoácidos  para  as  três.  Suas  massas  moleculares 
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aparentes observadas a partir de SDS-PPAGE são 32kDa, apesar de Rho migrar 
a    aproximadamente  a  24kDa.  Elas  também  possuem  pontos  isoelétricos  bem 
distintos; apesar de a maioria das proteínas da família Rho serem negativamente 
carregadas em pH neutro (pI = 5,5-6,8; Hubber et al, 1994), as proteínas Rnd são 
positivamente  carregadas com  pI =  8,1-8,7.  As proteínas  Rnd terminam  com 
resíduos de metionina sugerindo que podem ser farnesiladas (Nobes et al, 1998). 
 A Rnd1 promove a formação de neuritos induzida por fatores neurais. Em 
células  com  propriedades  semelhantes  aos  neurônios  (PC12),  a  expressão  de 
Rnd1 induz a formação de muitos processos neuríticos a partir do corpo celular, 
com  desorganização do  citoesqueleto  cortical de  actina  que provavelmente é 
devido  à inibição  da  via de  sinalização de  Rho (Aoki  et al,  2000). Oinuma  e 
colaboradores (2003) demonstram que em células COS-7, a associação de Rnd1 
com Plexina-B1 promove a interação entre Plexina-B1 e PDZ-RhoGEF, e quando 
Plexina-B1 é ativada  por Sema-4D, provavelmente através de receptor, ativação 
de grande número de RhoA e seus efetores Rho-quinases ocorrem na superfície 
celular  através  de  PDZ-RhoGEF,  resultando  em  um  incremento  na  força  de 
contração na superfície celular e conseqüente contração celular. 
 A  interação de  Rnd1 com  Plexina-B1  pode levar  a  uma mudança  no 
domínio  citoplasmático  de  Plexina-B1,  o  que  facilita  a  interação  de  sua 
extremidade carboxi com a PDZ-RhoGEF e dessa forma realça  a  habilidade  da 
Plexina-B1  em  ativar  PDZ-RhoGEF.  Portanto  os  resultados  de  Oiuma  e 
colaboradoes  sugerem  papel  crucial para    Rnd1  na  regulação  da ativação  da 
RhoA e rearranjo do citoesqueleto por Plexina-B1 (Oinuma et al, 2003). 
 
 
 1.6 A proteína STI1 (stress-inducible protein 1) 
 
A proteína STI1  foi descrita pela primeira vez em 1989 por  Nicolet  e 
colaboradores como uma proteína  relacionada  à  atividade  da  chaperona  Hsp70 
em resposta a estresse térmico  em  células  de  Saccharomiyces  cerevisiae  . Tal 
proteína  mais  tarde foi  identificada  como  homóloga  das  proteínas  STI1  humana 




 
18

(hSTI1  ou  Hop)  e  de  camundongo  (mSTI1)  em  função  da  identidade  das 
seqüências de seus aminoácidos (cerca de 42%) (Honoré et al, 1992). 
Trabalhos  subseqüentes  caracterizaram  as  proteínas  STI1/Hop 
organizadoras  do  complexo  Hsp70/Hsp90 como    pertencentes à  família  de  co-
chaperonas.  Tal interação  foi descrita  por Hernandez  e colaboradores  (2002) 
como facilitadora da transferência de substratos (proteínas) da Hsp70 para a 
Hsp90, sendo este evento fundamental para dobramento e maturação correta de 
proteínas.  Entretanto,  sozinha  STI1  não  possui  atividade  chaperonina 
(Schumacker et al, 1994). 
Notavelmente, existe uma seqüência de motivos encontrada em todas as 
proteínas  homólogas  a  STI1  descritas  até  o momento,  este  motivo  se chama 
tetratricopeptideo (TPR) e está relacionado com a formação dos macrocomplexos 
moleculares já mensionados (Smith et al, 1993). O domínio TPR é uma seqüência 
degenerada  de  34  aminoácidos  identificada  em  uma  grande  variedade  de 
proteínas,  organizadas em conjuntos de 3-16  motivos. Estes motivos formam 
suportes para proporcionar interações  do  tipo  proteína-proteína  e  a  organização 
dos complexos multiproteícos (Blatch e Lässle, 1999).  
Nas células,  as  proteínas  contendo  domínios  TPR  estão  localizadas  em 
diversos compartimentos subcelulares, incluindo núcleo, citoplasma e mitocôndria. 
Diversos eventos celulares e moleculares estão relacionados a proteínas TPR, tais 
como:  proteínas  CDC16,23  e  27  que  fazem  parte  do  complexo  promotor  da 
anáfase (APC) durante o ciclo celular, regulação da síntese de mRNA (proteínas 
Ssn6 e SKI3), MAS70 que em mitocôndrias regula o transporte de proteínas, em 
Drosophila o produto do gene crn está envolvido em  neurogenese  e STI1  como 
mediadora  da  interação    Hsp70/Hsp90  (Goebl  e  Yanagida,  1991;  Sikorsi  et  al, 
1991; Lamb et al, 1995). 
Mutações em domínios TPR em  proteínas desta família  não  só modifica 
como elimina suas interações  específicas  com  seus  parceiros  moleculares,  mas 
desencadeia também  conseqüências  funcionais  para  a  célula.  Embora  não  haja 
evidências  de  que  motivos  TPR  de  diferentes  proteínas  TPR  possam  interagir 
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diretamente,  eles são  importantes  para  promover  a  interações  entre  proteínas 
TPR e proteínas sem tal domínio. 
Característica  marcante  na  estrutura  da  proteína  STI1  (independente  da 
espécie estudada) é a presença de 3 domínios TPR que interagem com Hsc70 e 
Hsp90  via  suas  extremidades  N-terminal  e  domínio  TPR2A,  respectivamente 
(Lässle et al, 1997 e Scheufler et al, 2000). Os domínios TPR em STI1 pode ser 
visualizado pela análise  do  anexo1,  onde  fica  clara  a  estrutura  dos  3  domínios 
TPR já descrito (Odunuga et al, 2004 e Smith et al, 2004). Na figura obtida com o 
uso do programa PROSITE (Sigrist et al, 2002; Hulo et al, 2004 e Castro et al, 
2006) a partir do número  de  acesso  SWISS-PROT Q60864 que corresponde à 
seqüência  de  mSTI1  podemos  visualizar  os  três  domínios:  TPR1  TPR2A  e 
TPR2B.  O domínio TPR1 compreende os aminoácidos 4-19, o domínio TPR2A os 
aminoácidos 225-347 e o domínio TPR2B os aminoácidos 360-475. 
STI1 é expressa em uma variedade de neurônios e células da glia durante 
o desenvolvimento do sistema nervoso e também  sua expressão se  mantem no 
indivíduo adulto, sendo que este fato sugere, portanto provável participação desta 
proteína em diversos eventos celulares tais como: desenvolvimento, plasticidade, 
regeneração  e  neuritogênese  (Lopes  et  al,  2005).  Resultados  obtidos  em  nosso 
laboratório (Mendonça, 2007) sugerem que há variação na expressão da proteína 
STI1  em  resposta  a  estresse  oxidativo  associado  ao  mecanismo  celular  de 
envelhecimento. Já  Sakudo  e  colaboradores  (2005), mostraram a existência  de 
uma cooperação entre a proteína PrPc e a enzima superoxido dismutase (SOD). 
Neste trabalho a associação  de  STI1  com  PrPc  parece  modular  a  atividade  da 
enzima  SOD.  Assim  a  STI1  estaria  indiretamente  envolvida  na  modulação 
antioxidante da célula (Sakudo et al, 2005) 
STI1 é encontrada difusa no citoplasma, complexo de Golgi, em pequenas 
vesículas citoplasmáticas e em pequena fração na superfície celular (Lässle et al., 
1997;  Honoré  et  al.,  1992;  Martins  et  al.,  1997)  e  seu  direcionamento  para  a 
membrana plasmática se dá  provavelmente por associação com proteínas de 
membrana  (Honoré  et  al,  1992).  Interessantemente,  a  pequena  GTPase 
monomérica  Rnd1  sofre  farnesilação  do  motivo  CAXX  durante  o  seu 
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processamento e  é direcionada  para a  porção  citoplasmática  da  membrana 
plasmática,  região  onde  também  é  encontrada  a  STI1.  Além  disso,  tanto  STI1 
quanto  Rnd1 são  expressas  no  sistema  nervoso  central  e  estão  envolvidas  no 
crescimento de neuritos e na plasticidade do citoesqueleto. Estes dados tomados 
em conjunto levantaram a possibilidade de que Rnd1/Rho6 e STI1 poderiam atuar 
em conjunto nos processos biológicos  descritos  separadamente  para  cada  uma 
das moléculas. 
Os últimos  10  anos  têm  visto  um  grande  avanço  no  conhecimento  dos 
mecanismos  moleculares  que  estão  relacionados  ao  estabelecimento  da 
conectividade  neural  (Tear  et  al,  1998).  A  descoberta  de  diversos,  mas 
evolutivamente  conservados,  ligantes  e  famílias  de  receptores  que  provêm 
atividades  funcionais múltiplas  para  dirigir  axônios  para  seus  alvos  têm  gerado 
muitas  expectativas  neste  campo.  Compreender  como  os  diferentes  sinais  são 
integrados durante o desenvolvimento e os mecanismos pelos quais estes sinais 
são convertidos de tal forma a dirigir o cone de crescimento necessitam ainda de 
muita investigação  (Tear  et  al,  1998).  Portanto,  para    responder  estas  e  outras 
perguntas pode-se fazer uso de tecnologias aplicadas a biologia molecular e 
celular  e  é  fazendo  uso  destas  ferramentas  que  este  trabalho  se  propôs  a 
investigar a possível interação entre as proteínas Rnd1 e STI1. 
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2 Justificativa 
 
Para a compreensão do papel preciso da GTPase monomérica de baixa 
massa  molecular  Rnd1  no  processo  de  diferenciação  e  migração  celular  de 
neurônios, sua  regulação e a caracterização de STI1 como possível parceiro 
molecular, faz-se necessário a produção de reagentes que se liguem à proteína de 
interesse  e  viabilizem  estudos  bioquímicos  e  de  localização  celular  mais 
detalhados. 
 
 
 
3 Objetivos gerais 
 
1.  Estabelecimento de condições adequadas para a produção da proteína 
recombinante 
6
His-Rnd1 em sistema heterólogo de E. coli. 
2.  Produção de reagentes que se liguem à proteína de interesse e viabilizem 
estudos bioquímicos e de localização celular. 
 
 
3.1 Objetivos específicos 
 
1.  Expressão  e  purificação  da  proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  em 
sistema heterólogo de E. coli. 
2.  Obtenção de anticorpos policlonais anti-Rnd1. 
3.  Utilização dos reagentes obtidos em ensaios de localização celular. 
4.   Utilização dos reagentes obtidos em ensaios bioquímicos visando 
identificar possível interação in vitro entre Rnd1 e STI1. 
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4 Materiais e Métodos 
 
4.1 Clonagem do gene rnd1 
 
Os fragmentos de 
c
DNA murino e humano clonados, respectivamente nos 
vetor es pQE30 quanto no pGEX 4T-2 possuem aproxiamdamente 700pb cada um 
deles. 
Os  dois  vetores,  contento  os  insertos  para  a  GTPase  de  baixa  massa 
molecular Rnd1,  foram gentilmente cedidos pelo Dr. Andreas W. Püschel do Max-
Planck-Institute for Brain Research, Frankfurt-Alemenha. 
 
 
4.2  Minipreparação  de  plasmídeo  pQE30  e  pGEX  4T-2    contendo  o 
fragmento do gene para a proteína Rnd1  
 
Bactérias  eletrocompetentes  da  estirpe  XL1-Blue  e  DH5á  foram 
transformadas com  o vetor  pQE30-Rnd1  murina  e   pGEX  4T-2-Rnd1  humana 
respectivamente,  contendo  o  gene  de  interesse,  com  pulso  de  1,4  kV  em 
eletroporador (BioRad). 
As bactérias  XL1-Blue, após transformação, foram recuperadas em 1mL 
de meio LB (10g/L peptona de soja, 5g/L de extrato de levedura e 10g/L de NaCl) 
sem antibiótico por 1 hora a 37°C em estufa. Após 1 hora alíquotas de 10, 20, 50 e 
100L da suspensão  de  bactérias  foram  plaqueadas  em  meio sólido  (10g/L  de 
peptona de soja; 5g/L de extrato de levedura e 10g/L de NaCl e 15g/L de ágar) 
mais antibiótico  (13g/mL de tetraciclina e 100g/mL de ampicilina) e crescidas 
por  16  horas a  37ºC  em  estufa.  Para    inocular  em  5mL  de  meio  LB  líquido  e 
antibiótico foram escolhidas colônias diferentes, que foram cultivadas por 16 horas 
a 37ºC  sob  agitação  constante  (agitador  Certomat-BS1). Centrifugou-se 3mL da 
cultura  saturada  a  13,4  Krpm  (minicentrífuga  Eppendorf)  por  1  minuto  para 
obtenção de um sedimento de células. Já as bactérias DH5á transformadas com o 
vetor pGEX-4T-2 (Pharmacia) contendo o inserto Rnd1 crescidas em meio 2xyTA 
contendo  e 100g/mL de ampicilina, nas mesmas condições.  Centrifugando-se 




 
23

3mL  da  cultura  saturada  a  13,4  Krpm  por  1  minuto  para  obtenção  do  um 
sedimento de células. 
Procedeu-se, então,  a  produção  de  minipreparações fazendo  uso  de  Kit 
Eppendorff (FastPlasmid
TM
 Mini, Hamburg-Alemanha) para Minipreparações tanto 
para pQE30-Rnd1 quanto para pGEX 4T2-Rnd1 sendo que neste caso foi utilizada 
a bactéria eletrocompete da estirpe DH5á. 
 
 
4.3 Verificação da presença do inserto. 
Para a confirmação da presença do inserto nas preparações dos vetores 
foi  realizada  a  digestão  de  4l  das  minipreparações  (tipicamente  200g  de 
plasmídio) com as enzimas de restrição BamHI (20U/l) e HindIII (20U/l) para o 
pQE30-Rnd1 e BamHI (20U/L) e Not I (20U/L) para o vetor pGEX 4T-2-Rnd1, 
que  cortam  os  vetores nas  extremidades  mais  distais  do  sítio  de  policlonagem 
liberando assim os insertos. Depois de estabelecidas as condições da reação para 
20L  de  volume  final,  os  tubos  contendo  as  amostras  foram  centrifugados 
rapidamente e após digestão (16h a 37°C) foi aplicado tampão de amostra 6X aos 
produtos  das  digestões  e  então  aplicadas  em  gel  de  agarose  0,8%    para 
separação eletroforética. O gel foi incubado com solução de brometo de etídeo e 
visualizado em U.V. Os clones que liberaram os insertos foram então  utilizados 
para transformar E.  coli M15 [pREP4] e DH5á,  que  foram  as  estirpes  utilizadas 
para as transformações e expressão da proteína recombinante 
6
His-Rnd1 e GST-
Rnd1. 
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4.4 Expressão em sistema hetereólogo de E.coli e purificação da proteína 
recombinante 
6
His-Rnd1 
 
Bactérias M15 [pREP4] foram transformadas com o vetor pQE30 contendo 
o  inserto  Rnd1  crescidas  em  meio  LB  contendo  25g/mL  de  kanamicina  e 
100g/mL de ampicilina, a 37°C. Quando atingiram Abs
600 
= 0,5 a expressão da 
proteína recombinante    foi induzida com a adição de 1mM de IPTG (isopropil--
D-thiogalactopiranosidio) por 4 horas a 30 °C sob agitação.  
 Os clones  com  melhor taxa  de expressão da  proteína recombinante 
foram  expandidos  em  meio  de  cultura  líquido  (1L),  crescidos  e  induzidos  a 
expressar  a  proteína  recombinante  em  larga  escala  nas  mesmas  condições 
descritas  acima.  As  bactérias  foram  então  sedimentadas  por  centrifugação  a 
5Krpm (centrífuga Beckman J-21B, rotor JA 14) por 20 minutos. O precipitado foi 
ressuspenso em 30 mL de tampão I gelado (500mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH8,0, 
10% glicerol, 2mM PMSF (phenylmethane sulphoryl fluoride), 10mM imidazol e 8M 
de uréia) mantido por 30 minutos em banho de gelo para realizar lise química e 
em  seguida  foi  feita  a  lise  mecânica  (1000psi)  em  prensa  de  French  (Amicon, 
USA). Após centrifugação do lisado (centrífuga Beckman J-21B, rotor JA 14) por 
20 minutos, o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45m e incubado por 2 
horas em 1mL de resina Ni-NTA agarose (Invitrogen) previamente equilibrada com 
o tampão I. Após lavagem com cerca de 30 mL do tampão I foi feito um gradiente 
de renaturação para a retirada gradual da uréia  com tampão I    contendo 8M de 
uréia e tampão II contendo 1M de uréia (500mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH8,0, 10% 
glicerol, 2mM PMSF, 10mM imidazol e 1M de uréia). Lavou-se a resina com mais 
20mL do tampão II . A eluição da proteína recombinante 
6
His-Rnd1 foi feita com a 
passagem  de  30mL  do tampão  III  (500mM  NaCl,  20mM  Tris-HCl  pH8,0,  10% 
glicerol, 2mM PMSF, 1M de uréia e 300mM imidazol). Foram coletadas 15 frações 
de  1,5mL  e realizada reação  de  Bradford  qualitativo  para  identificar  as  frações 
mais concentradas. As frações foram combinadas e dialisadas contra 6L de PBS a 
4°C.  A  concentração  protéica  após  diálise  foi  medida  pelo  método  de  Bradford 
(1976). 
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4.5 Reação de “western blot” 
 
A  proteína 
6
His-Rnd1  dializada  foi  resolvida  por  SDS-PAGE  12%  e 
submetidas  à  reação  de  western  blotting.  Brevemente,  a  proteína  é 
eletrotransferida  para  membrana  de  nitrocelulose  (Amersham-Biosciences) 
durante  1  hora  sob  corrente  constante  100V  em  cuba  contendo  tampão  de 
transferência  (39mM de  glicina, 48mM de Tris-base, 0,037%  de SDS  e 20% 
metanol) gelado e mantida em banho de gelo. A membrana é  então  bloqueada 
(durante 1 hora à temperatura ambiente) com  tampão de bloqueio TBST (120mM 
de  NaCl,  20mM  de  Tris-base  e 0,05%  de  Tween  20)  contendo  5%  de  leite 
desnatado liofilizado (Molico, Nestlé) e então incubada  com o anticorpo primário 
anti-
5
His (Invitrogen) produzido em camundongo, diluído em tampão de bloqueio a 
4°C por 16 horas sob agitação. As membranas, após 5 lavagens de 3 minutos com 
TBST,  foram  incubadas  com  anticorpo  secundário  anti-Ig  de  camundongo 
conjugado com peroxidase (Pharmigen) diluído  na  proporção1:5000  em  tampão 
de bloqueio por 1 hora à temperatura ambiente. Para verificação da presença da 
banda de aproximadamente 29kDa, realizou-se nova seqüência de lavagens com 
TBST para então  revelar  a  membrana  com  substrato  adequado  para  reação  de 
quimioluminescência  (Amersham-Biosciences)  expondo-a  a  filme  radiográfico 
(Kodak) até obtenção de sinal adequado.  
 
 
4.6 Expressão em sistema hetereólogo de E.coli e purificação da proteína 
recombinante GST-Rnd1 
 
Bactérias DH5á foram transformadas com o vetor pGEX-4T-2 (Pharmacia) 
contendo o inserto Rnd1 e crescidas a 37°C em meio 2xyTA contendo 100g/mL 
de ampicilina. Quando as culturas bacterianas atingiram Abs
600 
= 0,5 a expressão 
da proteína recombinante foi induzida com a adição de 0,1mM de IPTG (isopropil-
-D-thiogalactopiranosidio) por 2 horas a 30 °C sob agitação.  
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 Os clones com melhor taxa de expressão da proteína recombinante foram 
expandidos em meio de cultura líquido (1L), crescidos e induzidos a expressar a 
proteína  recombinante  em  larga escala nas  mesmas  condições  descritas  acima. 
As bactérias foram então sedimentadas por centrifugação a 5000 rpm (centrífuga 
Beckman J-21B rotor JA 14) por 30 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 
tampão de lise nativo gelado (PBS , 2mM PMSF, em banho de gelo e em seguida 
feita a lise mecânica (1000psi) em prensa de French. Após centrifugação do lisado 
a  5000  rpm  (rotor  JA  14)  o  mesmo  foi  filtrado  em  membrana  de  0,8m  e 
adicionado Triton-X100 a uma concentração final de 0,5% e  a mistura então 
incubada por 30 minutos, sob agitação, a 4°C. A purificação da proteína foi feita 
empregando-se 600ìL  de matriz  cromatográfica  de glutathiona-sepharose 4B 
(Amersham Biosciences) previamente equilibrada com PBS acrescido de 0,5% de 
Triton X-100 e o lisado bacteriano clarificado. Em seguida recuperou-se a matriz 
por centrifugação (5000 rpm) e realizou-se seqüência de seis lavagens com PBS 
gelado.  A proteína  ligada  na  sepharose foi  eluída com  tampão de  glutationa 
reduzida (10mM de glutationa reduzida em 50mM de Trsi-HCl pH 8,0) em cinco 
frações de 1mL. As três primeiras frações foram combinadas em uma e as duas 
últimas em outra. As frações aliquotadas foram dialisadas contra 6L de PBS a 4°C 
para a retirada da glutationa livre. A proteína GST-Rnd1 dializada foi resolvida por 
SDS-PAGE 10%, eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas 
à reação  com  anticorpo anti-GST,  para verificação da  presença da  banda  de 
aproximadamente 56 kDa. A concentração protéica  após  diálise foi  medida  pelo 
método de Bradford (1976). 
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4.7  Espectrometria  de  massa  (MALDI-TOF)  e  identificação  da  proteína 
GST-Rnd1 por PMF (“Peptide Mass Fingerprinting”) 
 
A proteína  GST-Rnd1 (10g) purificada (item 3.5) foi resolvida por SDS-
PAGE 10% e o gel corado com coomassie coloidal. Brevemente, o gel foi fixado 
por  1  hora  com  solução fixadora  (1,3% ácido  orto-fosfórico, 20%  metanol)  e 
corado por 16 horas com solução contendo coomassie  2,5% G-250 (Biorad) em 
2% ácido orto-fosfórico e 10% sulfato de amônio. Na etapa seguinte transferiu-se 
o gel para tampão  de  neutralização  (0,1M  Tris-base pH 6,5 ajustado com ácido 
orto-fosfórico) por 3 minutos, lavando-se o gel com 25% metanol em seguida. O 
gel foi mantido em solução estabilizante (0,2% sulfato de amônio).  
O coomassie se liga a resíduos  de  aminoácidos  básicos  nas  proteínas, 
fato este que comprometeria a digestão  tríptica  da  proteína  pela  tripsina  já  que 
esta cliva resíduos internos de lisina e argininas nas proteínas. Por este motivo o 
gel que continha a banda da proteína recombinante foi submetida a protocolo de 
descoloração.  
A  banda  do  gel  foi  retirada  e  descorada  em  solução  contendo  50% 
acetonitrila 25mM bicarbonato de amônio, até que o gel estivesse transparente. O 
fragmento  do  gel  foi    desidratado  com  100L de  acetonitrila  100%  e  seco  em 
concentrador rotatório (Speed  Vac) por  20 minutos  a 35°C.  Após esta  etapa 
realizou-se digestão tríptica da proteína. 
Para  a  digestão  in  gel  da  banda  de  interesse,  foi  utilizado  10ng/L  de 
tripsina  (Sequencing  Grade  Modified  Trypsin  -  Promega)  em  tampão  contendo 
40mM NH
4
HCO
3 
e 10% acetonitrila. A digestão  foi  feita por 16 horas a 37°  C 
sendo os fragmentos da digestão tríptica extraídos por sonicação com tampão de 
extração  (5% ácido trifluoroacético (TFA), 50% acetonitrila). Foram feitas  três 
extrações,  recuperando-se  os  peptideos  em  novo  microtubo  de  500L.  As 
amostras  foram  desidratadas  em Speed-vac  por  2  horas.  Os peptídeos  foram 
então  ressuspensos  em  2L de solução  0,1%  TFA.  Os  fragmentos  da  digestão 
tríptica  foram  misturados  com  tampão  contendo  a  matriz  (0,1%  TFA  e  ácido  -
ciano-hidroxicinamínico)  para  espectrometria  de  massa  na  proporção  1:1  e 
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aplicados em placa para MALDI (scout MTP MALDI íon source 384 target - Bruker 
Daltonics, GmbH). 
A análise por espectrometria de massa foi realizada em equipamento 
Ultraflex  MALDI-TOF  (Bruker  Daltronics,  GmbH).  Foram  utilizados  para 
identificação positiva da proteína os valores de massa tríptica obtidos pela análise 
espectrométrica.  
Com o propósito de confirmar a expressão da proteína de interesse (GST-
Rnd1) a proteína  foi  identificada  por  PMF  usando  o  programa  MASCOT  (Matrix 
Science, UK) fazendo uso do banco de dados SWISS-PROT. Foi tolerada uma 
perda  de  clivagem  por  peptídeo,  com  tolerância  de  massa  de  100  a  200ppm. 
Considerou-se na busca modificações variáveis tais como carbamidometilação de 
cisteínas e oxidações de metioninas (Sizova et al, 2007; Mayr, et al, 2005; Macht 
et al, 2004). 
 
 
4.8  Expressão  em  larga  escala  das  proteínas    GST-Rnd1  e  GST  para 
ensaios de Pulldown 
 
Extratos  bacterianos  brutos  de  culturas  contendo  GST  ou  GST-Rnd1 
foram obtidos conforme descrito no ítem 4.6  Após  clareamento dos  extratos por 
centrifugação e filtragem em membranas de 0,8m, os extratos foram aliquotados 
(0,5mL) e imediatamente estocados a –80°C. 
 
 
4.9 Anticorpos 
 
A produção de anticorpos policlonais contra a proteína recombinante 
6
His-
Rnd1 foi realizada como descrito por Harlow e Lane (1998). Brevemente, foi 
coletado  10mL  de  sangue  de  um  coelho,  identificado  como  RØ16  e  dos 
camundongos  (cinco  animais)  da  linhagem  isogênica  Balb/C,  devidamente 
identificados (como MØ55  a  MØ60)  para  obtenção  de  soro  pré-imune antes do 
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inicio  das  imunizações.  A  primeira  imunização  dos  camundongos 
(intraperitonealmente)  foi  feita  com  20g  e  o  coelho  (vias  intramuscular  e 
subcutânea)  com  500g  da  proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  purificada  e 
emulsificada  com    adjuvante  completo  de  Freund,  o  qual  possui  bactérias 
Mycobacterium  tuberculosis  mortas  e  funciona  como  um  estimulador  não 
específico  da  resposta  imune  (Harlow  e  Lane,1998)  e  1mg  de  hidróxido  de 
alumínio.  As  demais  imunizações  foram  conduzidas  a  cada  30  dias  com  10g 
(camundongos) e 250g (coelho) da proteína recombinante 
6
His-Rnd1 purificada e 
adjuvante incompleto de Freund e 1mg de hidróxido de alumínio.  
Após coleta do sangue, o mesmo era mantido em estufa a 37°C por 1 hora 
para retração do coágulo. O soro era então separado do coágulo por centrifugação 
a 4 Krpm (centrífuga Eppendorff 5810R rotor A-4-62) por 10 minutos a 4°C, 
aliquotado e estocado a –20°C. 
O anticorpo anti-STI1 foi obtido por Zanata e colaboradores (2002a) por 
imunização de coelhos da raça neozelandesa e purificação imunoglobulinas pela 
Empresa Bethyl C. (USA). O anticorpo anti-GST foi também produzido por Zanata 
(2002c) a partir da imunização de coelhos com esta proteína imobilizada em gel 
de poliacrilamida através de rota intramuscular e subcutânea. Demais anticorpos 
foram obtidos comercialmente. 
 
 
4.10 Preparação de membrana 
Encéfalos de camundongos P0 e P1 foram obtidos, lavados rapidamente 
com PBS, e homogeneizados em tampão A (50mM Tris-HCl pH 7,4, 320mM 
sacarose,  5mM  EDTA,  10mM  de  iodoacetamida,  1mM  de  PMSF,  10mM  de  2-
fenantrolina) em  tubo  Dalce  com  pistilo de  teflon,  em  ciclos  de  30 segundos, 
seguido de repouso em gelo por 10 minutos durante 40 minutos. O homogenato 
foi centrifugado a 600 rpm por 5 a 10 minutos, sendo em seguida o sobrenadante 
centrifugado a 4.500rpm em centrifuga Beckman J-21B (rotor JÁ 20). Obteve-se 
neste  momento  o  primeiro  precipitado,  o  qual  foi novamente  homogeneizado 
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(4.500rpm) por 5 a 10 minutos. O segundo precipitado foi descartado, enquanto os 
sobrenadantes  da  primeira  e  segunda  centrifugações  foram  combinados.  A 
combinação  destes  sobrenadantes  foi    submetida  a  uma  centrifugação  de 
19.000rpm por aproximadamente 30 minutos a 4°C. Tanto o precipitado quanto o 
sobrenadante  foram  armazenados  para  posterior  separação  protéica por  SDS-
PAGE e em seguida reações  de  western  blot  com  o  soro  dos  animais  RØ16 e 
MØ60. 
 
 
4.11 Preparação de extrato total de encéfalos 
Encéfalos de camundongos P20 e E12 após serem removidos e lavados 
rapidamente com PBS gelado, foram homogeneizados em tampão de lise  (50mM 
Tris-HCl pH 7,4,  0,2% de  deoxicolatode  sódio,0,5%  de  Triton  X-100, 10mM  de 
iodoacetamida, 1mM de PMSF, 10mM de 2-fenantrolina) em tubo Dalce com 
pistilo de teflon, em ciclos de 30 segundos, seguido de repouso em gelo por 40 
minutos.  O  homogenato  foi  centrifugado  a  10.000rpm  por  30  minutos  em 
centrífuga  Beckman  J-21B rotor JA 20. Após  aliquotar  as  amostras,  realizou-se 
reação de Bradford para determinação da concentração de proteínas. As amostras 
foram armazenadas a  –20°C para posterior separação protéica por SDS-PAGE e 
em seguida reações de western blot como o soro dos camundongos imunizados. 
 
4.12 Análise da resposta imune  
 
Os  soros  dos    animais  imunizados  foram  testados  nas  diluições  1/800, 
1/1000, 1/1600 e 1/3200 contra a  proteína recombinante 
6
His-Rnd1 e preparação 
de membrana de cérebro de camundongos adultos da estirpe Balb/C, funcionando 
como anticorpo primário  nas  reações  de  western  blot.  Anticorpo  comercial  anti-
imunoglobulina de coelho (diluição1/4000) e  anti-imunoglobulina de camundongo 
acoplados  à  peroxidase  foram  empregados  como  anticorpos  secundários.  A 
reação  antígeno-anticorpo  foi  evidenciada  por  método  quimioluminescente 
empregando o Kit West Pico (Pierce Co.). 
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4.13 Transfecão de células HEK 293T  pelo método de co-precipitação de 
fosfato de cálcio  
 
Células  HEK  293T  foram  transfectadas  pelo  método  de  co-precipitação 
por  cálcio    com  os  vetores  pEGFP  ou  pEGFP-STI1  (Zanata  et  al,  2002b).  As 
células transfectadas foram cultivadas em meio MEM  contendo 10% de soro fetal 
bovino  a 37°C  em  estufa  de CO
2  
5% por 16h para a expressão  das proteínas 
GFP-STI1 e GFP. Em seguida as placas  de cultivo foram lavadas com PBS 
gelado,  recuperadas em  10mL de  PBS  acrescido  de  inibidores de  proteases e 
centrifugadas por 10 minutos a 1.000rpm em centrífuga refrigerada. O sedimento 
de  células  foi  recuperado  em  1mL  de  PBS  e  centrifugado  por  2  minutos  a 
2.000rpm a 4°C. Ao sedimento de células foi acrescido o tampão de lise (50mM 
Tris-HCL  pH  7,4;  150mM  NaCl;  1mM  DTT;  1,5mM  MgCl
2
;  4mM  EDTA;  10% 
glicerol; 1% Triton X-100 e inibidores de proteases) e incubado por 30 minutos em 
banho de gelo e o extrato protéico foi clareado por centrifugação a 15.000rpm  por 
30 minutos a 4°C e utilizados imediatamente em ensaios de pulldown (ítem 3.13). 
 
4.14 Ensaios de pulldown (Rohm et al, 2000; Zanata et al, 2002b) 
 
Para os ensaios de pulldown empregados neste trabalho utilizou-se método 
descrito por Zanata e colaboradores (2002b). Para tanto,  matriz de glutationa-
sepharose (Amersham-Biosciences.) foi previamente equilibrada com tampão  de 
ligação  (25mM  NaCl,  20mM  Tris-HCl  pH  7,4,  0,1mM  DTT)  e  incubada  com  as 
proteínas recombinantes  GST-Rnd1 e  GST    por  1h a  4°C. Em  seguida, uma 
seqüência de cinco lavagens com tampão de ligação, a resina foi incubada com os 
extratos  de  cérebros  de  camundongos  P20,  extratos  de  células  HEK  293T 
transfectadas  com os vetores  pEGFP-STI1  (Zanata et al,  2002a),  pEGFP ou 
células  não  transfectadas  por  2h  a  4°C  e  em  seguida  lavadas  três  vezes  com 
tampão  de  lavagem  (50mM  Tris-HCL  ph  7,4;  150mM  NaCl;  1mM  DTT;  1,5mM 
MgCl
2; 
5mM EDTA
; 
10% glicerol; 0,1% Triton-X100). Outro controle utilizado, além 
de GST-glutationa-sepharose, foi a incubação das diversas amostras apenas com 
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a  resina  glutationa-sepharose.  As  proteínas  ligadas  à  matriz  de  glutationa-
sepharose  foram eluídas  em  tampão  de  amostra  Laemmli  e  analisadas  em  gel 
SDS-PAGE 10%, transferidas para membrana de nitrocelulose, reagidas com os 
anticorpos  primários  anti-GFP  (1:5000),  anti-GST  (1:1000),  anti-STI1  (1:  3000), 
anti-Rnd1  (1:1000)  e  reveladas  pelo  método  quimioluminescente  utilizando 
anticorpos secundários acoplados a peroxidase. 
 
 
4.15 Co-imunoprecipitação 
 
Amostras de extrato total de encéfalos de camundongos E12 foram utilizadas 
para  a  execução  de  ensaios  de  co-imunoprecipitação.  Para  o  clareamento  das 
amostras  20ìL  de  uma  mistura  de  proteínas  A  e  G  Sepharose  (Invitrogen), 
previamente equilibrada com o tampão de lise (50mM Tris-HCl pH 7,4, 0,2% de 
deoxicolato de sódio,  0,5%  de  Triton  X-100), foi incubada com 500 ìL  de  uma 
diluição  de  1:5  do  extrato  de  encéfalos,  para  cada  condição  experimental, 
acrescida de soro pré-imune de camundongos na diluição 1:200 ou 23 ìg de IgG 
irrelevante  de  coelho  por  4  horas  a  4ºC  sob  agitação.  Após  esta  etapa  as 
amostras  foram  centrifugadas  a  2.000rpm  por  1  minuto  com  o  propósito  de 
precipitar a matriz e recuparar o sobrenadante devidamente clareado. A  matriz 
recuperada foi fervida por 5 minutos a 95º C  com  tampão de amostra  redutor e 
centrifugada  para  ser  utilizada  como  controle  negativo  deste  ensaio.  Na 
seqüência, 500ìL da amostra clareada foi incubado por 16 horas a 4ºC sob 
agitação com 23 ìg de IgG anti-STI1,  com o propósito de promover a formação 
dos imunocomplexos. No dia seguinte, adicionou-se 25 ìL da mistura de proteínas 
A e G Sepharose previamente equilibrada com o tampão de lise e incubou-se a 
mistura por 3 horas a  4ºC  sob  agitação  realizando-se ao final desta etapa oito 
lavagens  com  tampão  de  lise,  seguidas  de  centrifugações  de  2  minutos  a 
5.000rpm cada uma. Após a última lavagem retirou-se todo o tampão de lise e os 
imunocomplexos ligados á matriz foram eluidos com 50ìL de tampão de amostra 
redutor, fervidas por 5 minutos a  95º  C,  centrifugadas  a  5  Krpm  por  5  minutos 
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para a recuperação do sobrenadante contendo as proteínas. As proteínas eluídas 
foram  resolvidas  por  SDS-PAGE  10%,  transferidas  para  membrana  de 
nitrocelulose, reagidas com os anticorpos primários anti-STI1 (1:4000) e anti-Rnd1 
(1:800)  e  reveladas  pelo  método  quimioluminescente  utilizando  anticorpos 
secundários acoplados a peroxidase. 
 
 
4.16 Cultura primária de células hipocampais de camundongos (Graner et 
al, 2000) 
 
Culturas  primárias  de  células  hipocampais  foram  obtidas  como  descrito 
por Graner e colaboradores (2000). Brevemente, encéfalos de embriões (E17/18) 
de  camundongos,  foram dissecados  em  solução salina  balanceada  de Hank´s 
(HBSS)  (Gibco-BRL)  e  dissociados  por  tripsinização  (0,5mg/mL)  durante  15 
minutos  a  37º  C.  Em  seguida  procedeu-se  com  a  trituração  mecânica,  que  foi 
realizada com o auxílio de pipeta Pasteur, a qual teve seu diâmetro diminuído por 
aquecimento. Após a dissociação, a suspensão de células foi lavada 2 vezes com 
HBSS  contendo 10µg/mL desoxirribonuclease  I (Sigma),  10%  soro  de  cavalo 
(Cutilab),  8mM  MgCl
2
  e  10mM  HEPES  (Sigma).  As  células  foram  então 
ressupensas  em  meio  Neurobasal  (Invitrogen)  contendo  suplemento  B-27 
(Invitrogen), 2mM glutamina, penicilina (100 I.U.), 100µg/mL estreptomicina e 5% 
de soro fetal bovino (apenas nas primeiras 24 horas). Um total de 10
5 
células foi 
semeada por poço de Lab-Tek (8 câmaras, Nunc Nalgene International) que havia 
sido  previamente  tratado  com  15µg/mL  Matrigel  (BD  Matrigel  Matrix  –  BD 
Bioscience). 
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4.17 Ensaios de imunofluorescência 
 
 Células  SH-SY5Y (neuroblastoma humano) foram cultivadas durante 48 
horas em meio DMEM F12 contendo 15% de soro fetal bovino  a 37°C em estufa 
de CO
2 
5% em placas de oito poços (LabTech). As células foram fixadas em vapor 
de formaldeído por 15 minutos e em seguida substituiu-se todo o meio de cultura, 
com o auxílio de pipeta Pasteur de vidro, por paraformolaldeído 4% mantendo-se 
as  culturas  nesta  solução  por  15  minutos.  Após  este  período  as  células  foram 
lavadas com solução de PBS/Triton X-100 0,05% por três vezes de cinco minutos 
com  o  propósito  de  permeabilização  das  membranas  plasmáticas,  e  então 
realizou-se  bloqueio  das  placas  com solução  de  PBS/BSA  5%  por  1  hora à 
temperatura  ambiente  seguida  de  incubação  por  16  horas  á  4°C  com  os 
anticorpos primários:  camundongo  anti-Rnd1 nas diluições  1:25,  1:50  e  1:100  e 
coelho  anti-STI1(Zanata,2002)  nas  mesmas  diluições.  Os  anticorpos  foram 
diluídos  em  solução  de  PBS  contendo  0,05%  TritonX-100  e  1%  BSA.  Na 
seqüência  as  células  foram  lavadas  com  PBS  por  três  vezes  de  cinco  minutos, 
com o propósito de retirada do excesso de anticorpo primário para então realizar a 
reação com  os anticorpos  secundários acoplados aos  cromóforos  diluídos  em 
PBS/1%  BSA.  Nesta  etapa  foram  utilizados  os  anticorpos  Texas  Red  anti-
camundongo na diluição 1:800 e Alexa Flúor 488 anti-coelho (Molecular Probes) 
na  mesma  diluição.  Ao  final  da  incubação  de  2  horas  com  os  anticorpos 
secundários  as  células  foram  lavadas  com  PBS  e  incubadas  por  cinco  minutos 
com DAPI para marcação  dos  núcleos  das células.  Por fim,  a  lâmina foi  lavada 
com água  para  retirar  o  excesso  de  DAPI  e  então montou-se a lâmina  que  foi 
selada com solução Gel Mount (Sigma) realizando-se na seqüência a análise das 
lâminas em microscópio de fluorescência Zeiss e  posterior analise das imagens 
com o auxílio do software Adobe Photoshop. 
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4.18 Imunofluorescência  para dupla marcação 
 
Para  os  ensaios  de  imunofluorescência  de  dupla  marcação  foram 
utilizadas as culturas  primárias de células do hipocampo de camundongos E17/18 
obtidas e cultivadas como descrito no item 4.16. Depois de determinadas as 
concentrações  adequadas  para  uso  dos  anticorpos  contra  as  proteínas  de 
interesse,  células  permeabilizadas  e  não-permeabilizadas foram então  reagidas 
com  os  anticorpos  primários  coelho  anti-STI1  e  camundongo  anti-Rnd1.  Os 
anticorpos secundários utilizados foram: Texas Red anti-camundongo na diluição 
1:800  e  Alexa  Flúor  488  anti-rabbit  na  mesma  diluição  (Molecular  Probes).  As 
células tiveram seus núcleos marcados com DAPI. As imagens foram previamente 
analisadas em microscópio  de fluorescência Zeiss e  capturadas  em  microscópio 
confocal  (BioRad),  sendo  então  posteriormente  sobrepostas  com  auxílio  do 
software Adobe Photoshop. 
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5 Resultados e discussão 
 
5.1 Digetão dos  vetores pQE30-Rnd1 e pGEX 4T-2-Rnd1 para liberação 
do inserto Rnd1 
 
Os fragmentos de 
c
DNA clonados tanto no vetor pQE30 quanto no pGEX 
4T-2 foram liberados por dupla digestão como descrito no item 3.3. As figuras 1 
(canaleta 3) e 2  (canaleta 3) representam os resultados das digestões, revelando 
a presença de fragmento de  DNA com massa aproximada de  700pb,  o  que 
corresponde ao tamanho do inserto clonado nos vetores. 
É  importante  destacar  aqui  que  em  função  da  diferença  de  rendimento 
entre as  minipreparações, característica de cada sistema (pQE30 e pGEX), foram 
utilizados  volumes  diferentes  de  preparações  de  DNA  nas  digestões  com  as 
enzimas de restrição. Outro fato relevante a ser destacado se refere aos controles 
usados nas duas digestões, já que foram feitas em momentos distintos. Usamos 
como controle negativo na digestão  do vetor pQE30,  o vetor  pQE30-Rnd1 não-
digerido (canaleta 2), já para o vetor pGEX-4T-2 usamos um controle positivo, que 
foi a digestão do vetor vazio pGEX-4T-2 (canaleta 4). 
Em função  de desvantagens  e  dificuldades encontradas  na  obtenção  da 
proteína com etiqueta de seis histidinas, resolvemos lançar mão do sistema pGEX 
que,  como  veremos  adiante,  se  mostrou  mais  eficaz  na  produção  da  proteína 
Rnd1 recombinante. Este fato justifica a confirmação da presença dos insertos em 
momentos distintos para os vetores utilizados. 
Os  dois  vetores,  contento  os  insertos  para  a  GTPase  de  baixa  massa 
molecular Rnd1,  foram gentilmente cedidos pelo Dr. Andreas W. Püschel do Max-
Planck-Institute for Brain Research, Frankfurt-Alemanha. 
Com base nos resultados apresentados pode-se concluir que a digestão 
dos vetores foi eficiente (figuras 1 e 2). O fragmento de DNA correspondente a 
massa  molecular  esperada  para  a  seqüência  de  Rnd1  (700pb).  A  partir  desta 
confirmação foi  possível  começar a  ajustar  os  protocolos para  a expressão  e 
purificação das proteínas recombinantes 
6
His-Rnd1 e GST-Rnd1. 
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Figura 1

. 
Digestão do vetor pQE30 

contendo o inserto para a GTPase de baixa massa molecular Rnd1

. As 
enzimas utilizadas BamHI (20U/L) e Hind III (20U/L) cortam o vetor nas extremidades mais distais do sítio 
de policlonagem liberando assim o inserto, na presença  de  tampão  ótimo  2X  Tango.  Foi  utilizado  10L das 
minipreparações, estimadamente 200g de DNA. Após digestão (16h a 37°C) foi aplicado tampão de amostra 
6X  ao produto da digestão    e  então  aplicado  em  gel  de  agarose  0,8%    para  separação  eletroforética.  Foram 
utilizados os marcadores de massa molecular Hind (Canaleta 1) e  Gene Ruller (canaleta 4). Usamos como 
controle negativo o vetor  pQE30-Rnd1 não-digerido (canaleta 2). O produto da diegestão do vetor pQE30-Rnd1 
(canaleta 3), deixa claro que houve a liberação do inserto e que o vetor contêm o gene de interesse.  
 

 1 2  3 4 
Figura  2

. 
Digestão  do  vetor  pGEX

-

  4T

-

2  contendo  os  inserto  para  a  GTPase  de  baixa  massa 

molecular Rnd1. 
As enzimas utilizadas BamHI (20U/L) e Not I (20U/L), que cortam o vetor nas extremidades mais distais 
do sítio de policlonagem liberando assim os insertos, na presença de tampão ótimo 2X Tango. Foi utilizado 
4L das minipreparações, estimadamente 200g de DNA. Após digestão (16h a 37°C) foi aplicado tampão 
de amostra 6X aos  produtos das digestões    e  então  aplicadas  em  gel  de  agarose  0,8%    para  separação 
eletroforética. Foram utilizados  os marcadores  de massa molecular Hind (Canaleta  1) e  Gene Ruller 
(canaleta 2). Usamos como controle positivo a digestão do vetor vazio pGEX-4T-2 (canaleta 4). O produto 
da digestão do vetor pGEX-4T-2-Rnd1 (canaleta 3), deixa claro que houve a liberação do inserto e que o 
vetor contêm o gene de interesse.  
1 2  3 4 
4360pb 
2300pb 
1000pb 
500pb 
2300pb 
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5.2  Expressão  e  purificação  da  proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  em 
sistema heterólogo de E. coli  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F

igura 3

. Fluxograma das etapas da expressão e purificação da proteína recombinante 
6
His-Rnd1. 
Detalhes em materiais e métodos. 
 

Clone com melhor taxa de expressão (figura 4), foi expandido em 

meio de cultura, induzido a expressar a proteína recombinante com 1mM IPTG 
por 4 horas a 30°C sob agitação. 
As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 4°C . 

Descartou-se o meio de cultura, ressupendendo as células em 
30mL de tampão I gelado. 
Lise química

 desnaturante por 30 minutos em banho 

de gelo, seguida de lise mecânica em prensa de 
French 
O lisado foi clareado por centrifugação e então 

filtrado. 
Purificação da proteína recombinante 

6
His-Rnd1 por IMAC. 
Renaturação em gradiente de uréia, 

diálise e quantificação por Bradford 
da proteína purificada 
Proteínas resolvida

s 

em SDS-PAGE 12% 
(figura 7) 
Reação de western blot com 

 

anticorpo anti-
5
His 
(figura 8A) 
Produção de anticorpos policlonais 

(coelho e camundongos) contra a 
proteína recombinante 
6
His-Rnd1 
Transformação de bactérias M15 [pREP4] com o vetror pQE30-Rnd1. 
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Bactérias da estirpe M15 [pREP4] foram transformadas como descrito em 
materiais e  métodos e  clones expressando a    proteína recombinante 
6
His-Rnd1 
foram expandidos em meio de cultura líquido.  
Para confirmação  da  expressão  da  proteína  extratos  correspondentes  a 
alíquotas não induzidas e induzidas com 1mM IPTG foram submetidos a gel SDS-
PAGE 12% e o gel  corado com azul de coomassie (dados não mostrados). Com 
base neste resultado foi escolhido o clone 3 para a expressão em larga escala. 
Com  o  propósito  de  estabelecer  o  melhor  tempo  de  indução  da  proteína 
recombinante, o clone 3 foi, ainda, levado a expressar a proteína recombinante 
por 5 horas em pequena escala. Amostras coletadas a cada hora foram resolvidas 
em SDS-PAGE 12%, procedendo-se em seguida a coloração do gel com azul de 
coomassie (figura 4). Com base neste resultado, ficou estabelecido o período de 4 
horas para a expressão da proteína recombinante 
6
His-Rnd1. 
Em  ensaio  de  western  blot  realizado  com  a  proteína  recombinante 
expressa em pequena escala foi possível perceber uma banda na altura esperada 
de 26 kDa (figura 5) para o produto do fragmento clonado. Entretanto, na figura 5 
outra banda de aproximadamente 35kDa também  é  reconhecida  pelo  anticorpo 
monoclonal  anti-
5
His.  Tal  fato  sugere  possível  associação  covalente  ou 
extremamente forte entre a proteína recombinante  e outras proteínas do extrato 
celular que estariam comigrando ou a  formação de multímeros entre monômeros 
da proteína 
6
His-Rnd1. 
Com o objetivo de encontrar uma explicação para o reconhecimento desta 
banda extra, que persiste em vários experimentos feitos nas mesmas  condições 
(dados  não  mostrados)  extrato  de  E  coli  da  estirpe  M15  [pREP4]  não 
transformadas e amostra da  proteína devidamente expressa foram submetidas a 
gel SDS-PAGE 12% e transferidas  para membrana  de nitrocelulose e reagidas 
com  anticorpo  monoclonal  anti-
5
His  (figura  6).  A  reação  com  o  anticorpo 
monoclonal anti-
5
His (figura 5) deixa claro se tratar da proteína recombinante, já 
que o anticorpo monoclonal utilizado não reconhece nenhuma proteína de 35kDa 
no extrato de cultura de E. coli. não transformada. 
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Figura  4.  Expressão  em pequena  escala da  proteína 
recombinante 
6
His-Rnd1. 
Extratos  das  culturas  induzida  e  não-induzida  foram 
resolvidos por SDS-PAGE 12% seguido de coloração com 
azul de coomassie. Foi utilizada anidrase carbônica como 
marcador  de  peso  molecular  (MW).  Extratos 
correspondentes a  alíquotas  não-induzida  (canaleta  1)  e 
induzida (canaletas 2, 3, 4, 5 e 6)  por 1, 2, 3, 4, e 5 horas 
estão devidamente identificados no gel. A seta indica uma 
banda  de  cerca  de    26  kDa  que  corresponde  à  massa 
molecular  esperada  para  este  fragmento,  de 
aproximadamente 700pb clonado no vetor pQE30. 
 1 2 

Figura  6.  Anticorpo  anti-
5
His  reconhece  multímero  da 
proteína 
6
His-Rnd1 
Confirmação  da  presença  de  proteína  recombinante  com  massa 
molecular diferente da esperada. Amostras de extratos de M15 e 
proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  foram  separadas 
eletroforeticamente em SDS-PAGE 12%. Após transferência para  
membranade  nitrocelulose,  realizou-se  reação  com  anticorpo 
monoclonal anti-
5
His diluído em  solução de bloqueio e como 
secundário anticorpo  anti-camundongo HRP. A  membrana foi 
revelada pelo método quimioluminescente. Pode ser visto que o 
anticorpo não reconhece proteínas em extrato de M15  (canaleta 
1) reconhecendo especificamente a proteína  recombinante 
6
His-
Rnd1 (canaleta 2). 
Figura  5.  Reação  de  western  blot  com  anticorpo  anti-
5
His 
reconhece  a  proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  expressa  em 
pequena escala. 
Amostras foram separadas eletroforeticamente em um gel SDS-PAGE 
12%  e  transferidas  a  membrana  de  nitrocelulose  e  reagidas  com 
anticorpo primário anti-
5
His  e como secundário anticorpo anti-mouse 
HRP e utilizando-se o  método quimioluminescente para revelação. 
Extratos  correspondentes  a  alíquotas  não  induzida  (canaleta  1)  e 
induzidas  (2)  estão  devidamente  identificados.  A  seta  indica  uma 
banda de cerca de 26 kDa que corresponde à proteína 
6
His-Rnd1. 
1 2 
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Após  confirmação  da  presença  da  proteína  recombinante  contendo  a 
etiqueta  de  seis  histidinas,  procedeu-se  a  expressão  em  larga  escala  como 
descrito em materiais e métodos. Foi também, testada a possibilidade de obtenção 
da  proteína  solúvel.  Para  tanto  utilizou-se  concentrações  variadas  de  IPTG 
(0,4mM a 0,6mM) e variações de temperatura durante etapa do crescimento das 
culturas a 37°C e durante o período de expressão a 30°C (dados não mostrados). 
Entretanto  estas  tentativas resultavam  em proteínas  insolúveis,  presentes  em 
corpos de inclusão.  
Os  corpos  de  inclusão  são  insolúveis,  inativos  e  se  formam 
freqüentemente durante a expressão de proteínas recombinantes (Rudolph e Lilie, 
1996).  A  literatura  mostra  que  a  formação  de  corpos  de  inclusão  durante  a 
expressão  de  proteínas recombinantes em  sistema  heterólogo  de E.  coli  é  mais 
regra  que  exceção  (Marston,  1986),  sendo  que  a  sua  formação    durante  a 
expressão  da  proteína  recombinante  leva  à  necessidade  de  uso  de  condições 
desnaturantes potentes para a solubilização da proteína de interesse. Para tanto, 
o  uso  de  6-8M  uréia  e  6M  cloreto  de  guanidina  são  as  alternativas  para  a 
solubilização das proteínas (Rudolph e Lilie, 1996).  
Como  pode  ser  observado  pela  análise  das  figuras  7  e  8,  foi  possível 
otimizar  o protocolo  da  proteína 
6
His-Rnd1.  Alíquotas da  proteína  purificada  e 
dialisada  foram  submetidas  a  SDS-PAGE  12%  e  o  gel  corado  com  azul  de 
coomassie  (figura  7)  ou  as  proteínas  eletrotransferidas  para  membrana  de 
nitrocelulose (figura 8). Esta foi submetida à  reação  de  western  blot  (figura  8A) 
usando como anticorpo primário anti-
5
His tanto para confirmação da presença da 
proteína 
6
His-Rnd1 como para avaliação da eficiência do protocolo utilizado para a 
purificação. A maior concentração protéica de amostras de eluição obtida a partir 
de um precipitado originado de cultura de 1L depois de quantificação pelo método 
de Bradford após diálise foi de 0,28ìg/ ìL.  
Observou-se que grande parte da prote
ína purificada precipitou durante a 
diálise uma vez que há formação de corpo de  fundo após centrifugação das 
amostras provenientes da diálise. Análise das amostras da suspensão e do corpo 
de fundo por western blot confirmam a natureza do corpo de fundo (figura 8B). 
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A causa desta precipitação  pode  ser  a  retirada  da  uréia  (1M)  durante  a 
diálise, a ausência de agentes solubilizantes, como octylglucosideo, Triton X-100 
ou Tween-20, ou necessidade de maior concentração de glicerol nos tampões de 
purificação. Tais modificações foram feitas não resultando  em solubilidade da 
proteína.  Portanto,  os  resultados  apresentados  sugeriam  que  ainda  seriam 
necessários  ajustes  no  protocolo  de  purificação  com  o  principal  objetivo  de 
obtenção de amostras de melhor qualidade, maior concentração protéica  nos 
eluatos e principalmente bloqueio da precipitação  da  proteína  durante  a  diálise. 
Por  estes  motivos  buscou-se  forma  alternativa  para  a  obtenção  de  proteína 
recombinante com pureza satisfatória para ser utilizada neste projeto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como o cloreto de guanidina é um agente caotrópico mais eficiente que a 
uréia,  capaz  de  solubilizar  corpos  de  inclusão  que  resistem  à  solubilização  por 
uréia,  foi  utilizado  como  alternativa  para  a  uréia  no  protocolo  de  purificação  da 
GTPase Rnd1 recombinante. Entretanto, a utilização  da  guanidina  como  agente 
desnaturante para as purificações, de acordo com  Zahn e colaboradores (1997) 
com algumas modificações,  não  resultou  em  alternativa  para  as  purificações  da 
proteína 
6
His-Rnd1. Como resultado do uso deste protocolo, foi possível perceber 
que a proteína não foi eluída da fase estacionária permanecendo ligada na resina. 
Outro  problema  é  que  grande  quantidade  da  proteína  não  ligou  na  fase 
Figura 7. Purificação da proteína 
6
His-Rnd1 em larga escala. 
Amostra obtida durante o procedimento de expressão e purificação foi  resolvida  em gel SDS-
PAGE  12%  ,sendo  o  gel    corado  em  seguida  com azul de  coomassie.  Foi  utilizada anidrase 
carbônica (29kDa) como marcador de massa molecular. A seta indica uma banda de cerca de 26 
kDa que corresponde à proteína 
6
His-Rnd1. 
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estacionária  de  Ni-NTA agarose permanecendo no void (dados não  mostrados). 
Portanto, ficou mantido o uso da uréia  como agente  solubilizante dos corpos  de 
inclusão.  
 
   
 
     
   
 
 
 
 
 
 
 
 
Recentemente, Lichty e colaboradores (2005) compararam a eficiência da 
purificação  de  oito  sistemas  de  etiquetas:  glutationa  S-transferase  (GST  - 
Amersham), proteína com afinidade a maltose (MBP – NewEngland), sistema de 
seis  histidinas  (
6
His-Qiagen),  peptídio  com  afinidade  a  calmodulina  (CBP  – 
Stratagene), CYD (covalente yet dissociable – N/A), Strep II (IBA), Flag (Sigma) e 
cadeia  pesada  da  proteína  C  (HPC  –  Roche)  para  purificação  de  proteínas 
recombinantes produzidas em E. coli, leveduras, Drosophila e extratos de células 
HeLa. Dentre todos os sistemas testados o de seis histidinas foi o que mostrou a 
menor eficiência,  apresentando  modera  contaminação  com  proteínas  de  extrato  
de E.  coli  e baixa qualidade nos produtos resultantes da purificação  a  partir  de 
A) 
 
1 2 3 4 5 

 

Figura 8 A e B. Anticorpo monoclonal anti-
5
His reconhece proteína 
6
His-Rnd1 purificada em larga escala. 
Amostras  foram  separadas  eletroforeticamente  em SDS-PAGE  12%,  transferidas  para  membrana  de  nitrocelulose  e 
reagidas com anticorpo  primário  anti-
5
His. As reações  foram  evidenciadas  pelo  método  quimioluminescente.  A seta 
indica uma banda de cerca de 26 kDa que corresponde à proteína 
6
His-Rnd1. Figura A: Nesta reação foi utilizado como 
controle positivo a proteína recombinante 
6
HisADAM23
 
(canaleta 1). Amostras de várias  etapas  do  procedimento de 
purificação  estão devidamente  identificadas.  Void (canaleta  2),  lavagem com  tampão II  contendo  10mM  imidazol 
(canaleta 3) e as frações 3 e 4 (canaletas 4 e 5 respectivamente) eluídas com o tampão III contendo 300mM de imidazol. 
Figura  B:  amostras do void (canaleta 1), lavagem com o tampão  II  contendo  10mM  de  imidazol  (canaleta  2)  e  as 
frações (3 e 4) eluídas com o tampão III contendo 300mM de imidazol. As mesmas frações (3 e 4) da eluição foram 
submetidas a centrifugação por 5 minutos a 23.000x g sendo os sobrenadantes das frações 3 (canaleta 5) e 4 (canaleta 6) 
também analisados. Este resultado deixa evidente que a proteína está presente nos precipitados das alíquotas que foram 
eluídas e dialisadas. 
 B) 
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extratos  de  leveduras,  Drosophila  e  extratos  de  células  HeLa.  Desta  forma, 
baseados nos resultados obtidos e na literatura, resolveu-se mudar o sistema de 
expressão. 
Como  alternativa  aos  problemas  encontrados  quando  da  expressão  da 
proteína  recombinante  no  sistema  de  seis  histidinas  empregou-se outro sistema 
de  expressão  baseado  em  etiqueta  de  GST  (glutationa  S-transferase  – 
Amersham).  Tal  sistema  traz  como  vantagens  o  aumento  da  solubilidade  da 
proteína  e  a  possibilidade  de  manter  o  produto  da  expressão  recombinante  em 
condições não-desnaturantes (nativas) (Smith et al, 1988; Nakayama et al, 2003). 
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5.3 Expressão em sistema hetereólogo de E.coli e purificação da proteína 
recombinante  GST-Rnd1  e  identificação  da  proteína  por  PMF  (“Peptide    Mass 
Fingerprinting”) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9

. Fluxograma das etapas da expressão e purificação da proteína recombinante GST-Rnd1. 
Detalhes em materiais e métodos. 
 

Clone com melhor taxa de expressão foi expandido em meio de cultura, 

induzido a expressar a proteína recombinante com 0,1mM IPTG por 2 horas a 30°C sob 
agitação. 
As bactéria

s foram sedimentadas por centrifugação a 4°C . 

Descartou-se o meio de cultura, ressuspendendo as células 
em tampão de lise nativo gelado. 
Lise mecânica em prensa de French em banho de 

gelo. 
O lisado foi clareado por centrifugação e 

então filtrado. 
Purificação da proteína recombinante 

GST-Rnd1 por afinidade a matriz 
cromatográfica de glutationa 
sepharose. 
Diálise e quantificação por 

Bradford da proteína purificada 
Proteínas resolvidas 

em SDS-PAGE 10% 
(figura 10A) 
Reação de western blot com 

 

anticorpo anti-GST 
(figura 10B) 
Transformação de bactérias DH5


 com o vetror pGEX-4T2-Rnd1. 
Identificação da proteína 

recombinante por espectrometria 
de massa (figura 11) 
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Bactérias  eletrocompetentes  da  estirpe  DH5á  foram  transformadas  como 
descrito em materiais e métodos e induzidas a expressar a proteína recombinante 
em  pequena  escala.  Para  confirmação  da  expressão  da  proteína  extratos 
correspondentes  a  alíquotas  não  induzidas  e  induzidas  com  IPTG  foram 
submetidos  a  um gel SDS-PAGE  10% e  o  gel  corado  com azul de  coomassie 
(dados não  mostrados).  Com  base  neste  resultado  foi  escolhido  um  dos  clones 
para a expressão e purificação da proteína em larga escala.  
Clones expressando a  proteína recombinante GST-Rnd1 foram expandidos 
em meio de cultura líquido  com  os  devidos  antibióticos  e  induzidos  com  0,1mM 
IPTG. 
È possível perceber uma banda na altura de aproximadamente 56kDa no gel 
corado com azul de coomassie (figura10A). Após transferência para membrana de 
nitrocelulose,  pode  ser  observada  na  figura  10B,  que  uma  banda  com  mesma 
massa molecular é  reconhecida  pelo  anticorpo  anti-GST  (1:2000).  Confirmando 
desta forma a eficiência na expressão e purificação da proteína recombinante. 
A concentração de proteína obtida após purificação e diálise contra PBS foi 
de 3,33 ìg/ìL,  não  havendo  formação  de  qualquer  precipitado  após  diálise.  As 
amostras  aplicadas  nos  ensaios abaixo  foram  centrifugadas  por  5  minutos  a 
23.000x g. 
Os  resultados  apresentados  mostram  que  em  relação  à  purificação  da 
proteína recombinante a troca do sistema pQE30 (Invitrogen) para o pGEX 4T-2 
(Amersham,  Biotech)  mostrou-se  mais  eficiente  uma  vez  que  foi  possível  a 
obtenção de maior quantidade da proteína recombinante na forma solúvel (figuras 
10  A  e B). Esta ferramenta  viabilizou  os  ensaios  bioquímicos  de  pull-down em 
função da qualidade e solubilidade da proteína obtida.  
Com  o  propósito  de  identificar  a  proteína  purificada  e  atribuir  maior 
segurança  nos  ensaios  de  interação  realizados,  foi  feita  a  digestão  tríptica  da 
banda correspondente à proteína de interesse. Após obtenção dos fragmentos da 
digestão  tríptica  os  mesmos  foram  analisados  por  espectrometria  de  massa  em 
equipamento  Ultraflex  MALDI-TOF  (Bruker  Daltronics,  GmbH).  A  proteína  foi 
identificada por PMF usando o programa MASCOT (Matrix Science, UK) fazendo 
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uso  do  banco  de  dados  SWISS-PROT  (figura  11).  Este  resultado  somado  aos 
obtidos com a proteína purificada e resolvida em SDS-PAGE e ensaio de western 
blot  (figuras  10  A  e  B)  não  deixa  dúvida  quanto  à  identidade  da  proteína 
recombinante purificada. 
Ensaios de função biológica e a imunização de coelhos com o propósito de 
obter  maior  volume  de  soro e  posterior  obtenção  de  IgG  purificada  do  soro 
hiperimune,  poderão  ser  realizados,  com  segurança,  no  futuro  fazendo  uso  da 
proteína recombinante GST-Rnd1. 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MW  1 2 3  4 5  6 
45kDa - 
 

66kDa - 
 

56kDa - 
 

Figura 10. Purificação da proteína GST-Rnd1 em larga escala. 
Amostras (*) obtidas durante o procedimento de expressão  e  purificação  foram  submetidas a  SDS-
PAGE 10%. As proteínas resolvidas no primeiro gel foram coradas com azul de coomassie (figura 10A) 
enquanto  que as  presentes  no  segundo  foram eletrotransferidas  para    membrana  de  nitrocelulose. 
Executou-se  em  seguida  reação  com  anticorpo  primário  anti-GST.  Tal  reação  foi  evidenciada  pelo 
método  quimioluminescente  (figura  10B).  A  banda  de  aproximadamente  56  kDa  corresponde  à 
proteína  recombinante GST-Rnd1 devidamente expresa e purificada. Foram aplicadas, nos dois géis, 
amostras da cultura não-induzida (canaleta 1), cultura induzida (canaleta 2), precipitado (canaleta 3), 
amostra do void (canaleta 4) do extrato da cultura de E coli DH5á com a proteína  recombinante GST-
Rnd1 expressa. As frações eluídas podem ser observadas na canaletas 5 e 6. 
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Figura 10B
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Figura 11. Idenficação da proteína GST-Rnd1 por espectrometria de massa (PMF). 
A  banda correspondente à proteína de massa molecular esperada foi  recordada do gel (), descorada com solução 
contendo 50% acetonitrila e 25mM bicarbonato de amônio,  sendo  em  seguida  desidratada  com 100L de acetonitrila 
100% e seca em concentrador rotatório (Speed Vac) por 20 minutos a 35°C. Para a digestão in gel foi utilizado 10ng/L 
de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin - Promega) em tampão contendo 40mM NH
4
HCO
3  
e 10% acetonitrila. 
A digestão foi feita por 16 horas a 37° C sendo os fragmentos da digestão tríptica extraídos por sonicação com tampão de 
extração (5% ácido trifluoroacético (TFA), 50% acetonitrila). Os fragmentos da digestão tríptica foram misturados com 
tampão contendo a matriz (TFA 0,1%, ácido -ciano-hidroxicinamínico) para espectrometria de massa na proporção 1:1 e 
aplicados em placa para MALDI (scout MTP MALDI íon source 384 target - Bruker Daltonics, GmbH) e então realizada 
análise por espectrometria de massa em equipamento Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltronics, GmbH). A proteína foi 
identificada por PMF usando o programa MASCOT (Matrix Science, UK) fazendo uso do banco de dados SWISS-PROT. 
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5.4 Utilização de 
6
His-Rnd1 como antígeno na produção de anticorpos 
 
Apesar de precipitada, a proteína recombinante 
6
His-Rnd1 foi empregada 
nas imunizações de  coelho neozelandês  e camundongos  da  linhagem  isogênica 
Balb/C, como descrito em materiais e métodos. Esta condição não é desfavorável, 
segundo Harlow e Lane (1988) já que facilita o reconhecimento do antígeno pelo 
sistema imunológico dos animais. 
Após a  quarta imunização foi feita a  primeira coleta de soro hiper-imune 
dos  camundongos  imunizados,  os  quais  foram  testados  frente  à  proteína 
6
His-
Rnd1 purificada, em ensaios de western blot. Coletou-se também  o  soro  hiper-
imune do coelho imunizado. 
O soro hiper-imune de todos os camundongos imunizados reconhece a 
proteína Recombinate 6His-Rnd1  em ensaio de western blot (figura 12). Amostras 
de extrato total de encéfalos  (figura 13) foram utilizadas em reações de western 
blot contra o soro dos camundongos imunizados. Os resultados apontam para um 
reconhecimento  específico  da  proteína,  uma  vez  que  nenhuma  banda  é 
reconhecida  pelo  soro  pré-imune.  Entretanto,  somente  os  soros  dos  animais 
MØ55 e MØ60 reconhecem especificamente a proteína Rnd1 endógena de 26kDa 
em  extrato  total  de  encéfalos  de  camundongo  E12  (figura  13)  em  reações  de 
western blot. Outro fato relevante a ser observado na figura 13 é que o soro dos 
camundongos MØ55,  MØ58  e  MØ60  reconhecem  multímeros  da  proteína  Rnd1 
endógena.  
O fato do soro hiper-imune dos camundongos ter apresentado diferença 
no reconhecimento da proteína endógena em extratos totais de encéfalos pode ter 
sido  em  função  dos  camundongos  terem  apresentado  tolerância  ao  antígeno 
recombinante (Harlow e Lane, 1988).  Auto-tolerância adquirida protege o animal 
de  danos  auto-imunes  e  pode  desempenhar  papel  crucial  na  imunogenicidade 
apresentada a um respectivo antígeno. Por este motivo as imunizações devem ser 
realizadas  em  animais  com  parentesco  evolutivamente  distante  da  fonte  do 
antígeno  (Harlow  e  Lane,  1988).  Esta  informação  coincide  com  o  fato  de  que o 
fragmento de cDNA clonado no vetor pQE30-Rnd1 é de origem murina, explicando 
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assim  os  diferentes  resultados  obtidos  com  os  soros  hiper-imune  dos 
camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em função dos resultados obtidos no ensaio de western blot representado 
na  figura  13,  foi  utilizado  o  soro  hiper-imune  do  camundongo  MØ60  para  a 
identificação  da  proteína  Rnd1  presente  em  preparação  de  membrana  de 
encéfalos de camundongo P0 e P1. As amostras foram resolvidas em SDS-PAGE 
12% e transferidas para membrana de nitrocelulose, realizando-se reação contra o 
soro hiper-imune  do camundongo MØ60  (figura 14).  O  resultado obtido neste 
ensaio mostra que há aparentemente uma maior concentração da proteína neste 
tipo de preparação. A reação mostrou reconhecimento específico de proteína com 
massa molecular de aproximadamente 26kDa, que não  é reconhecida  pelo soro 
pré-imune  do camundongo.  Este  resultado  está de acordo com  resultados  já 
descritos na literatura que sugerem estar a GTPase localizada na face interna da 
membrana plasmática (Nobes et al 1998; Riento et al, 2005;Chardin, 2006). 
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Figura 12. O anticorpo policlonal anti-Rnd1 reconhece a proteína 
6
His-Rnd1. 
Reação  de  western  blot  utilizando  a  proteína  recombinante 
6
His-Rnd1  e  anticorpo 
policlonal  dos  animais  MØ55,  MØ56,  MØ58,  MØ59  e  MØ60  obtidos  após  quarta 
imunização. 5ìg da proteína em questão foi submetida a gel SDS-PAGE 12% e transferida 
para  membrana  de  nitrocelulose.  Como  controle  negativo  nesta  reação  utilizou-se  soro 
pré-imune  de  camundongo  (canaleta  1)  e  como  anticorpos  primários  policlonais  os  
produzidos pelos camundongos (canaletas 2 a 16 nas diluições 1:800, 1:1600 e 1;3200) e 
como  secundário  anticorpo  anticamundongo-HRP  utilizando-se  o  método 
quimioluminescente  para  revelação.  O  anticorpo  policlonal  reconhece  o  antígeno 
imobilizado  na  membrana  de  nitrocelulose  de  modo  específico  uma  vez  que  nenhuma 
banda é reconhecida pelo soro pré-imune. 
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Apesar de ter sido utilizado coelho na tentativa de produção do anticorpo 
policlonal  contra  a  Rnd1  recombinante, o  soro  do coelho,  obtido também  após 
quarta  imunização,  mostrou-se  de  baixa  qualidade.  Este  soro  possuía  alta 
reatividade contra proteínas de extrato total de E.  coli não-induzidas em ensaios 
de  ELISA  e  western  blot  (dados  não  mostrados).    Provavelmente,  proteínas 
bacterianas  contaminantes  foram  eluídas,  da  matriz  sólida  de  NI-NTA  agarose, 
com a proteína recombinante 
6
His-Rnd1 usada nas imunizações. Assim, o sistema 
imune  do  coelho  deve  ter  direcionado  a  resposta  imune  contra  antígenos 
estranhos ao seu organismo (neste caso antígenos bacterianos), mesmo que 
presentes em baixíssimas concentrações em relação ao antígeno de interesse a 
Rnd1  recombinante,  gerando-se  desta  forma  anticorpos  contra  proteínas 
bacterianas. 
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Figura  13.  O  anticorpo  policlonal  anti-Rnd1  reconhece  Rnd1  endógena  e prováveis 
multímeros. 
Reação de western blot utilizando extrato total de encéfalos camundongos E12 e o 
anticorpo policlonal anti-Rnd1 produzido pelos  animais MØ55, MØ56, MØ58, MØ59 e 
MØ60 obtidos após quarta imunização. 70ìg de proteína foi submetida a gel SDS-PAGE 
15% e transferida para membrana de nitrocelulose. Como controle negativo nesta reação 
utilizou-se  soro  pré-imune  de  camundongo  (canaleta  1).  Os  anticorpos  primários 
policlonais produzidos pelos camundongos (canaletas 2 a 16 nas diluições 1:800, 1:1600 e 
1;3200)  foram  utilizados  nesta  reação.  Como  anticorpo  secundário  foi  empregado 
anticamundongo-HRP  utilizando-se  o  método  quimioluminescente  para  revelação.  O 
anticorpo policlonal produzido pelos animais MØ55  e MØ60 reconhecem a  proteína Rnd1 
endógena (26kDa) imobilizada na membrana de nitrocelulose de modo específico uma vez 
que  nenhuma  banda  é  reconhecida  pelo  soro  pré-imune.  Entretanto  multímeros  (*) 
também são reconhecidos pelos soros dos animais MØ55, MØ58 e MØ60.
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Apesar  de  todos  os  problemas  em  relação  ao  sistema  de  expressão  e 
purificação utilizado para a obtenção de anticorpo policlonal contra a GTPase de 
interesse  Rnd1,  os  camundongos  MØ55,  MØ58  e  MØ60  produziram  soro  com 
eficiência e especificidade para a detecção do antígeno recombinante e endógeno 
de  células  eucarióticas.  Entretanto  nos  ensaios  foi  utilizado  somente  o  soro  do 
camundongo MØ60. Tal reagente possibilitou a execução de estudos bioquímicos, 
como ensaios de pull-down e co-imunoprecipitação para investigar  a possível 
interação in vitro entre STI1 e Rnd1, além de ensaios de imunolocalização. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NÃO IMUNE 
NÃO IMUNE 
Anti-Rnd1 
Anti-Rnd1 
 P0   P1 
Figura 14. O anticorpo policlonal anti-Rnd1 reconhece a proteína em preparações de membranas. 
20ìg de amostras de preparação de membranas de encéfalos de camundongos obtidas como descrito no item 
3.8 foram submetidas a SDS-PAGE 12% e transferidas para membrana de nitrocelulose. Como controle 
negativo nesta reação utilizou-se soro pré-imune de camundongo (canaletas 1 e 3). Foi utilizado anticorpo 
anti-Rnd1 na diluição 1:800 (canaletas 2  e  4). Empregou-se  anticorpo secundário  anticamundongo-HRP, 
utilizando-se o método quimioluminescente para revelação. È  possível perceber que o anticorpo reconhece 
especificamente uma proteína de massa molecular correspondente a da GTPase Rnd1 uma vez que nenhuma 
banda na mesma altura é reconhecida pelo soro pré-imune de camundongo. 
2 1  3  4 
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5.5 Ensaios de pull-down 
 
Após  a  obtenção  da  proteína  recombinante  solúvel  (GST-Rnd1)  e 
padronização do uso adequado do anticorpo policlonal anti-Rnd1, partimos para a 
investigação da provável interação in vitro das proteínas Rnd1 e STI1. Pra tanto, 
lançamos  mão  de  ensaios  de  pull-down,  como  descrito  por  Zanata  e 
colaboradores  (2002)  em  estudo  feito  para  avaliar  a  interação  do  domínio 
citoplasmático de  ligação a  GTPase  da  Plexina-A1  com as  proteínas RhoD  e 
Rnd1. 
As figuras 15 e 16 evidenciam a interação in vitro da quimera protéica GFP-
STI1 (96kDa) presente nos extratos de células 293T transfectadas com os vetores 
pEGFP-STI1  e  pEGFP (usado  como  controle  negativo) assim  como  a  proteína 
STI1 endógena (66kDa,  figura 16) obtida a partir de extrato de encéfalos de 
camundongos P20 com a GTPase recombinante GST-Rnd1 imobilizada na matriz 
de glutationa-sepharose. Pode ser também, constatado pela análise da  figura 15 
painel  3,  canaleta  1  que  nenhuma  GFP  se  liga  à  matriz  contendo  somente  a 
proteína GST imobilizada.  
Outro controle usado e que reforça  a  possibilidade  de  interação  específica 
entre GST-Rnd1 e STI1, neste caso endógena, é a resina de glutationa-sepharose 
que em ensaios realizados (dados não mostrados) mostra que nenhuma STI1 liga-
se  à  matriz  de  glutationa.  Tal  resultado  gerou  duas  conclusões  distintas  e 
complementares: a primeira é que a proteína STI1 não está precipitando, portanto 
está solúvel, e a segunda é que STI1 não  se liga inespecificamente à matriz de 
glutationa-sepharose, corroborando a hipótese de interação entre Rnd1 e STI1.  
Entretanto também  é  visível  que  existe  aparentemente  pequena    afinidade 
entre GST e STI1, este fato pode ser observado comparando-se os dois ensaios 
de pull-down  (figuras 15 e 16 painéis1). A observação do painel 1 (canaleta 1) na 
figura 15,  também sugere  que esta fraca  interação STI1-GST não  se deve  à 
etiqueta de GFP, pois nenhuma GFP foi evidenciada pela reação com o anticorpo 
anti-GFP figura 15 (painel 3, canaleta 3). 
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A  enzima  glutationa-S-transferasase  (GST)  está  presente  em  diversas 
espécies,  compreendendo  uma  classe  de  isoenzimas  com  características 
semelhantes  (Mannervik  et  al,  1985).  As  GSTs  citosólicas    e  as  microssomais 
pertencem à uma família de isoenzimas diméricas que catalizam a conjugação de 
glutationa (GSH) à  uma  variedade de  compostos  orgânicos  contendo  um  centro 
eletrofílico  tais  como  vários  agentes  carcinogênicos,  produtos  de  estresse 
oxidativo incluindo lipídeos e DNA oxidados (Hayes et al, 1995; Vararattanavech et 
Figura 15. STI1 interage especificamente com a RhoGTPase Rnd1. 
Extratos de células 293 transfectadas com pEGFP-STI1 (canaletas 2 e 4) e pEGFP (canaletas 1 e 3) 
foram resolvidas por SDS-PAGE e submetidas à reação de western blotting com anticorpos anti-GFP 
(1:5000), anti-Rnd1 (1:1000), anti-GST (1:1000) e anti-STI1 (1:3000). Extratos protéicos das células 
transfectadas foram submetidos a ensaios de pull-down com iguais quantidades de GST (canaletas 1 e 
2) e GST-Rnd1 (canaletas 3 e 4). As quantidades de proteínas recombinantes imobilizadas na matriz 
de  glutationa-sepharose  foram analisadas  com anticorpos  anti-GST  e anti-Rnd1.  Após  período  de 
incubação e extensivas lavagens para retirada do material não ligado, as proteínas foram eluídas da 
matriz sólida com tampão de amostra e resolvidas por SDS-PAGE, seguida de reação de western blot. 
Pode ser observado que a quimera GFP-STI1 (96 kDa) foi preferencialmente recuperada da matriz 
contendo GST-Rnd1 (comparar linha 4 com linha 2, painéis superiores). Nenhum GFP (27 kDa) foi 
recuperado nas matrizes contendo GST (29 kDa) ou GST-Rnd1 (52 kDa) atestando a especificidade 
da reação.  
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al,  2006).  Tais  isoenzimas  têm  importante  papel  na  proteção  celular  contra 
estresse  oxidativo  por  catalizar  reações  de  detoxicação.  Além  disso,  GSTs 
parecem  atuar  em  vias  de  sinalização  através  de  interações  com  outras 
macromoléculas como proteína-quinases (Edalat e Mannarvick, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Recentemente Morozova e colaboradores (2007) demonstraram que células 
de  origem  nervosa  (HT22)  são  sensíveis  à  depleção  de  glutationa  e  que  este 
evento estaria relacionado a doenças neurodegenerativas tais como Alzheimer e 
Parkinson. Para tanto os autores investigaram níveis de expressão de mRNA em 
células  tratadas  com  ácido  homocistéico  (HCA),  uma  droga  depletora  de 
Figura  16. STI1  presente  em  extrato  de  encéfalos  de  camundongos  interage  especificamente 
com a RhoGTPase Rnd1. 
Extrato protéico de encéfalos de camundongos P20 foi submetido a ensaio de pull-down com iguais 
quantidades  de  GST  (painéis  2  e  4)  e  GST-Rnd1  (painel  3).  As  quantidades  de  proteínas 
recombinantes imobilizadas na matriz de glutationa-sepharose foram analisadas com anticorpos anti-
GST e anti-Rnd1. Após  período de  incubação  e  extensivas  lavagens  para  retirada  do  material  não 
ligado, as proteínas foram eluídas da  matriz  sólida  com  tampão  de  amostra  e resolvidas por  SDS-
PAGE, seguida de reação de western blotting. Pode ser observado que  STI1 (66 kDa) também foi 
recuperada  da matriz contendo  GST-Rnd1  (45 kDa) imobilizada  na  matriz de glutationa-sepharos 
(linha 1). As quantidades de GST e GST-Rnd1 pré-imobilizadas na matriz sólida  são  comparáveis 
entre si como pode ser verificado pelos anticorpos anti-GST e anti-Rnd1 (painéis inferiores). 
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glutationa. Os autores correlacionaram o tratamento das células com a droga ao 
incremento nos níveis de pelo menos três mRNA codificadores de proteínas (H e 
L-ferritina e glutationa-S-transferase (GST)) envolvidas na proteção contra danos 
redox às células. 
Interessantemente,  já  foi demonstrado  que  a  interação  de  PrPc  com seu 
ligante STI1 é capaz  de  desencadear evento neuroprotetor em  células  nervosas 
pela  ativação  da  via  de  PKA,    evitando desta  forma  que  a  célula  entre  em 
apoptose  (Zanata  et  al,  2002a;  Lopes  et  al,  2005).  Em  2005,  Sakudo  e 
colaboradores  demonstraram  que a  susceptibilidade  a  apoptose  de células  de 
animais  nocaute  para  PrPc  estaria  associada  à  ausência  da  sinalização 
intracelular desencadeada pelo complexo PrPc-STI1, levando conseqüentemente 
à  redução  nos  níveis  intracelulares  da  enzima  SOD,  outra  proteína  fortemente 
associada ao controle de danos celulares causados por estresse oxidativo. 
As  evidências  aqui  apresentadas  sugerem  que  possivelmente  STI1  possa 
estar  interagindo  com  uma  proteína  associada  a  um  helminto  (Schistosoma 
japonicum), a GST. Apesar de a literatura deixar claro se tratar de uma proteína 
presente  em  diversos  níveis  taxonômicos  (Mannervik  et  al,  1985;  Hayes  et  al, 
1995; Edalat e Mannarvick, 2005 e Vararattanavech et al, 2006) a semelhança da 
glutationa-S-transferase  entre  diversas  espécies  foi  avaliada  com a  análise  de 
seqüências  de  aminoácidos  desta  proteína  presente  em  alguns  organismos 
(Schistosoma  japonicum,  Schistosoma  mansoni,  Homo  sapiens,  Mus  musculus,  
Cricetulus longicaudatus e Mesocricetus auratus) (Anexo 2). Para tanto se fez uso 
do programa PRATT 2.1. 
O programa PRATT  2.1 (Jonassen  et al,  1995 e  Jonassen, 1997)  é um 
programa  disponível  no  site  Expasy  (www.expasy.org/tools/pratt) utilizado  como 
ferramenta para identificar  padrões que são conservados em um conjunto  de 
seqüências de  proteínas. Os padrões  são mostrados no o formato PROSITE 
fazendo uso de parâmetros do PRATT (Jonassen et al, 1995; Jonassen, 1997). A 
análise  desta  figura  não  só  confirma  a  presença  da  enzima  glutationa-S-
transferase  nos  diversos  organismos  avaliados  como  também  evidencia  qual  o 
domínio  desta  proteína  é  conservado  entre as  espécies  escolhidas.  Tal  domínio 
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compreende  os  aminoácidos  48-90  perfazendo  um  percentual  de 
aproximadamente 22% de semelhança entre as seqüências avaliadas (Anexo 2).  
A  provável  interassão  entre  STI  e  a  enzima  glutationa-S-transferase 
observada  nas  figuras  15  e  16  parece  ter significado biológico  sugerindo que 
maiores investigações devam ser realizadas. 
Contudo, o que nos chama a atenção  pela  análise  dos  resultados  obtidos 
com  os  ensaios  de  pull-down  figuras  15  e  16,  painel  1  canaleta  4  e  painel  1 
canaleta  2  respectivamente,  é  que  a  interação  Rnd1-STI1  é  mais  intensa.  Tal 
resultado  sugere uma interação  mais significativa e  aparentemente específica 
entre  a  GTPase  e  a  proteína  STI1.  Fato  este  que  pode  ser  constatado, 
observando-se  que maior  quantidade da  proteína  STI1  é  recuperada  da  resina 
contendo a proteína recombinante GST-Rnd1 imobilizada. 
Como  as  duas  proteínas  em  questão  já  possuem  alguns  parceiros 
moleculares bem caracterizados, e até o presente momento não foi feita nenhuma 
descrição da provável interação Rnd1-STI1, a saída é tentar explicar as evidências 
demonstradas  neste  trabalho  por  análises  comparativas  entre  parceiros 
moleculares já  descritos  para STI1  ou Rnd1. Entretanto também  é importante 
destacar que as duas proteínas estão biologicamente envolvidas em neuritogênse 
(Nobes et al, 1998, Aoki et al, 2000; Katho et al, 2002; Lopes et al, 2005). 
 
 
 
 
5.6 Co-imunoprecipitação 
 
Para  tentar  confirmar  se  Rnd1  interage  com  a  proteína  STI1  como 
sugerido  neste  trabalho,  realizou-se  ensaio  de  co-imunoprecipitação  com  o 
anticorpo anti-STI1 como descrito no item 3.13. A figura 17 mostra claramente que 
o anticorpo anti-STI1 foi capaz de co-imunoprecipitar a proteína Rnd1 (canaleta 4, 
painel inferior). Pode ser observado pelo uso dos controles negativos (clareamento 
e IgG não imune de coelho) que a reação é específica, uma vez que o anticorpo 
anti-STI1 foi capaz tanto de imunoprecititar a proteína (canaleta 4 painel superior) 
quanto de reconhecê-la especificamente (canaletas 1 e 4 painel superior), sendo 
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possível também constatar  que nenhuma STI1  ou Rnd1  endógena precipitou na 
matriz de proteínas A e G (canaleta 2). Resultado semelhante pode ser observado 
no painel inferior da figura 17 onde é visível a presença da GTPase Rnd1 tanto no 
input (canaleta 1 painel inferior) quanto na canaleta 4 (painel inferior). 
 
 
 
 
 
 
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os  dados  obtidos  neste  ensaio  estão  em  concordância  com  aqueles 
observados  nos  ensaios  de  pull-down.  Entretanto,  é  de  valiosa  importância 
salientar que é muito provável  que  este experimento  indique a formação estável 
do complexo Rnd1-STI1, já que o mesmo foi realizado em condições fisiológicas 
com  extrato  de  encéfalos  de  camundongos.  Outro  fato  muito  importante  de  se 
considerar é a investigação mais detalhada dos eventuais parceiros moleculares 
presentes neste tipo de experimento. Aqui a grande oportunidade que surge é o 
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Figura 17. Rnd1 co-imunoprecipita com STI1 presente em extrato de encéfalos de camundongos.  
Para evidenciar provável interação entre as duas proteínas extrato total de encéfalos de camundongos E12 foi 
utilizado para realizar reação de co-imunoprecipitação como descrito no item 4.15. Após período de incubação 
do  extrato  total  de  encéfalos  com  o  anticopo  anti-STI1,  extensivas  lavagens  foram  feitas  para    retirada  do 
material não ligado. As proteínas foram eluídas da matriz sólida de proteínas A e G com tampão de amostra e 
resolvidas por SDS-PAGE, seguida de reação de western blotting com os anticorpos anti-Rnd1 (1:800) ou anti-
STI1 (1:4000). Os resultados deixam claro que a GTPase Rnd1 foi co-imunoprecipitada  com a proteína STI1, 
reforçando os resultados obtidos com os ensaios de pull-down. 
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emprego desta técnica em uma abordagem de interactoma, onde estas amostras 
poderão  futuramente ser  submetidas  a  isoeletrofocalização,  resolvidas  em  SDS-
PAGE  e  os  spots presentes no  gel  poderão  então  ser  utilizados  para  digestão 
tríptica  e  os  produtos  da  digestão  utilizados  para  identificação  por  PMF,  como 
descrito e executado na identificação da proteína recombinante GST-Rnd1. Assim, 
um  ensaio como  este  poderá  não  só  confirmar  de  maneira  muito  sofisticada  e 
eficiente a possível interação objeto de estudo deste trabalho, como também gerar 
um banco de  dados  mais completo dos  parceiros moleculares  tanto de  Rnd1 
quanto de STI1. 
A etapa futura deste trabalho será  tentar  caracterizar  a  provável  região  de 
interação  entre  estas  duas  proteínas,  para  tanto  se  faz  necessário,  a  princípio, 
uma análise por similaridade de domínios conservados entre  outros parceiros 
moleculares já descritos, tanto para Rnd1 quanto para STI1. Assim, buscou-se nos 
diversos  trabalhos  já  publicados  bons  candidatos.  Com  base  nesta  busca 
escolheu-se as proteínas PrPc e STI1 por terem tido seus domínios de interação 
bem descritos (Zanata et al, 2002a). 
Na literatura pertinente é  notável  o  conjunto  de dados que  mostram  ser  os 
domínios  tetratricopeptídeos  (TPR)  das  proteínas  Hip  e  STI1  a  principal  região 
destas  proteínas  responsável  pela  formação  de  complexos  macromoleculares 
(Honoré et al, 1992; Lässle et al, 1997; Blatch et al, 1999; Scheufler et al, 2000; 
Flom  et  al,  2006).  Complexos  multiproteícos,  produto  da  interação  proteína-
proteína,  participam  de  diversos  eventos  celulares  importantes  tais  como 
sinalização  celular,  regulação  gênica,  montagem  e  degradação  de  proteínas. 
Neste contexto, domínios  TPR  têm  importante  papel  atuando  como  facilitadores 
na interação de proteína, viabilizando a formação de complexo protéico (Ballinger 
et al, 1999). 
O domínio TPR presente em proteínas é um módulo de interação proteína-
proteína encontrado em múltiplas cópias em um número significativo de proteínas 
com  funções  diferentes  e  que  facilita  a  interação  específica  com  parceiros 
moleculares (Blatch e Lässle, 1999). A presença deste domínio protéico está bem 
caracterizada em diversas proteínas, dentre elas aquelas relacionadas com a 
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interação com proteínas da família heat shock (HSP70, HSC70 e HSP90) como a 
proteína  STI1  presente em   Saccharomyces  cereviseae,  Hop/STI1,  ciclofilina  40 
(CyP-40), proteína fosfatase 5 (PP5), Hip  (Hsc70-interacting protein)  e CHIP 
(proteína carboxi terminal de interação com Hsc70) (Nicolet et al, 1989; Smith et 
al, 1993; Blatch ,1999; Ballinger et al, 1999; Scheufler et al, 2000 e van der Spuy 
et al, 2000). Por outro lado, PrPc teve seu domínio de interação com STI1 descrito 
por Zanata e colaboradores em 2002. Tal domínio  compreende  os  aminoácidos 
113-128 em PrPc e 230-245 em STI1 (Zanata et al, 2002a). 
Com  base  nestas  informações  realizou-se  busca  dos  domínios  descritos 
pelos devidos autores no banco de dados do programa PROSITE que é um banco 
de dados de famílias de proteínas e de domínios (Sigrist et al, 2002). Com base na 
análise  in  silico  do  resultado  desta  busca  (anexo  3)  é  possível  verificar  que  o 
domínio de interação de PrPc (113-128 aa figura 3B do anexo) com STI1 (230-245 
aa figura 3A do anexo) se confirma (Zanata et al, 2002a), revelando inclusive que 
esta região corresponde ao motivo 4 do domínio TPR2A da proteína STI1.  Esta 
análise  por  sua  vez  serviu de base comparativa para avaliar o resultado obtido 
quando  da  comparação  de  padrões  conservados  entre  seqüências  de 
aminoácidos de Rnd1 contra seqüências de aminoácidos de STI1 (Anexo 4).  
A análise deste resultado sugere ser a região entre os aminoácidos 121-168 
de Rnd1 a possível seqüência de interação com o domínio TPR1 (aminoácidos 15-
62) nas seqüências  de STI1  comparadas (Anexo 4).  Este  resultado  não  confere 
informação  concreta,  entretanto  nos  dá  uma  pista  para  uma  possível  resposta. 
Para  transformar esta  informação  em  realidade  o  caminho  mais  coerente  seria 
investir em construções contendo deleções ou mutações específicas  nas regiões 
da seqüência de aminoácidos identificada em Rnd1 como feito, por exemplo nos 
estudos de caracterização do  receptor para fator de crescimento de fibroblastos 
FRS2  como  regulador  acima  na  via  de  sinalização  de  Rnd1,  do  parceiro 
molecular Socius, do receptor para semaforina Plexina-A1 e B1 e da GEF  PDZ-
RhoGEF (Harada et al, 2005; Katho et al, 2003; Wennerberg et al, 2003; Zanata et 
al, 2002b e  Rohm et al,  2000). Tais  construções poderiam  ser clonadas em 
vetores de expressão procarióticos e serem utilizadas em novos ensaios de pull-
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down. Entretanto, seria muito interessante usar também em ensaios de interação 
a proteína STI1 com a região provável de interação excluída , o domínio TPR1, e 
sua forma íntegra em ensaios de pull-down . 
 
 
 

5.7 Ensaios de localização celular 
 
A pequena GTPase monomérica Rnd1  é expressas no encéfalo, e  estudos 
funcionais  têm  demonstrado  que  tal  proteína  está  relacionada  a  eventos 
neuritogênicos e têm papel importante durante o  desenvolvimento do sistema 
nervoso (Nobes et al, 1998; Aoki et al, 2000; Ishikawa et al, 2003; Riento et al, 
2005 e Cardin, 2006). 
A  pequena  GTPase  monomérica  Rnd1  é  uma  proteína  característica  da 
porção citoplasmática da  membrana plasmática e está associada ao controle do 
citoesqueleto  cortical  de  actina  promovendo  sua  desorganização  e  perda  de 
adesões    focais  (Nobes  et  al,1998).  Desta  forma  Rnd1  desempenha  papel 
fundamental na regulação da morfologia da célula promovendo assim a formação 
de processos neuríticos e espinhos dendritcos em  células PC12 e neurônios do 
hipocampo respectivamente, em resposta a fatores de crescimento (Nobes et al, 
1998; Aoki et al, 2000; Katho et al, 2002; Ishikawa et al, 2003; Harada et al, 2005 e 
Ishikawa et al, 2006). 
Em contrapartida, STI1 tem uma distribuição celular ainda muito discutida, já 
que  a  proteína  não  possui  nenhum  peptídeo  sinal  que  a  direcione  para  a 
membrana plasmática, apesar de tal localização ter sido evidenciada  (Honoré et 
al; 1992; Lassle et al, 1997; Zanata et al, 2002a). A sua presença na membrana 
plasmática entretanto pode  se dar em  conseqüência de sua associação  com 
proteínas que possuem sinal de direcionamento para a membrana, hipótese esta 
reforçada através de resultados  de Honoré e colaboradores, que demonstraram a 
presença de STI1 em pequenas vesículas e no aparelho de Golgi (1992).  
A  expressão ubíqua    de STI1 e  seu papel  neuroprotetor e  neuritogênico 
(Zanata et  al, 2002a;  Lopes  et al,  2005),  permite uma  vasta possibilidade  de 
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modelos celulares para o estudo de sua localização celular. Assim em função dos 
propósitos  deste  trabalho,  optou-se  pelo  uso  da  linhagem  celular  SH-SY5Y 
(neuroblastoma humano) para ensaios preliminares de distribuição das proteínas 
Rnd1 e STI1. 
Após  escolha  da  linhagem  celular  mais  adequada  aos  propósitos  deste 
trabalho,  a etapa seguinte foi identificar a melhor diluição do anticorpo produzido 
(anti-Rnd1) e do anticorpo anti-STI1 em células da linhagem SH-SY5Y cultivadas 
como descrito no item 3.15. Sendo a próxima etapa neste trabalho, a investigação 
de localização celular tanto de Rnd1 quanto STI1 com uso de cultura primária de 
células do hipocampo em ensaios de imunofluorescência. Assim, com base nestes 
resultados pode-se observar que todas as diluições  testadas  foram  eficazes  na 
detecção da GTPase de interesse e da proteína STI1 (figuras 18 e 19). 
 O resultado apresentado no ensaio com o anticorpo anti-Rnd1 (figura 18) 
deixa  claro  a  especificidade  do  anticorpo,  já  que  apenas reação  de fundo  foi 
observada quando o soro pré-imune de camundongo foi usado (painel A, figura 
18). Resultado compatível  com  o  esperado  foi  obtido  nas  reações  evidenciadas 
com  o  uso  do  anticorpo  anti-STI1,  resultado  este  obtido  em  função  da 
permeabilização das células com o detergente Triton-X100 e da especificidade do 
anticorpo em relação à proteína STI1. No painel A da figura 19, também é possível 
constatar que o controle negativo do ensaio (IgG irrelevante de coelho) esboçou 
apenas  pequena  reação  de  fundo  (figura  19).  Neste  experimento,  pode-se 
perceber  presença  significativa  da  proteína  no  ambiente  citoplasmático  como 
observado também por Lässle  e colaboradores (1997)  em  ensaio de localização 
celular realizado em células NIH 3T3 onde, inclusive, aparente presença de STI1 
no núcleo foi constatada (figura 19, painéis B e D).  
A partir da comparação  entre  as  imagens  18  e  19,  pode-se dar início  aos 
ensaios  de  imunofluorescência  para  dupla  marcação  em  cultura  primária  de 
células  do  hipocampo.  Tais  experimentos  foram  planejados  com  o  propósito  de 
obter mais evidências da interação entre Rnd1 e STI1.  
Outra oportunidade visualizada neste ensaio preliminar e que será também 
avaliada nos experimentos a seguir é  a distribuição  de STI1  na célula  neuronal. 
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Dados da literatura, sugerem estar STI1 presente tanto na face extracelular da 
membrana plasmática quanto difusamente distribuída no citoplasma, presente em 
sistemas de membranas, membrana plasmática e inclusive no núcleo (Honoré et 
al; 1992; Lassle et al, 1997; Zanata et al, 2002a; Lopes et al, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Figura 18. O anticorpo anti-Rnd1 reconhece a GTPase endógena Rnd1 em células SH-SY5Y. 
Células  SH-SY5Y permeabilizadas, foram incubadas com anticorpo anti-Rnd1 nas diluições 1:25 (painel 
B), 1:50 (painel C) e 1:100 (painel D). Como controle negativo deste ensaio foi utilizado soro pré-imune 
de camundongos na diluição  de 1:25 (painel A). Após  sucessivas  lavagens  foi  adicionado  o  anticorpo 
secundário anti-IgG de camundongo Texas Red (1:800, Molecular Probes). Os núcleos das células foram 
marcados com DAPI. O propósito deste experimento foi identificar a diluição adequada para as reações de 
imunofluorescência com este anticorpo. As imagens foram capturadas em microscopia de fluorescência e 
posteriormente analisadas com o auxílio do software Adobe Photoshop. Os resultados demonstram que o 
anticorpo  reconhece especificamente a GTPase Rnd1 uma vez que apenas reação de fundo foi observada 
quando o soro pré-imune de camundongo foi empregado como controle negativo (painel A). Todas as 
diluições  testadas  foram  eficazes  na  detecção  da  proteína  de  interesse,  tanto  no  citoplasma  quanto  na 
membrana das células. Aumento 40X. Barra 
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Cultura  primária  de  células  de  hipocampo  de  camundongos  E16  foram 
utilizadas  nos  ensaios  de  imunofluorescência  com  dupla  marcação  com  o 
propósito de verificar a possibilidade de co-localização da Rnd1 com STI1 (figura 
20). 
Como pode ser observado pela an
álise da figura 20 (painel G), o resultado 
sugere  uma  possível  co-localização  entre  as  duas  proteínas.  Esta  interação 
parece ocorrer  no microambiente citoplasmático das células observadas, mais 
Figura 19 O anticorpo anti-STI1 reconhece a proteína STI1 endógena em células SH-SY5Y. 
0  propósito  deste  experimento  foi  identificar  a  diluição  adequada  para  as  reações  de 
imunofluorescência  com  este  anticorpo.  Células    SH-SY5Y permeabilizadas foram incubadas com 
anticorpo anti-STI1 nas dilições 1:25 (painel B), 1:50 (painel C) e 1:100 (painel D). IgG irrelevante 
de coelho na diluição de 1:25 (painel A) foi empregada como controle negativo neste ensaio. Após 
sucessivas lavagens foi adicionado  o anticorpo secundário anti-IgG de coelho Alexa Flúor 488 
(1:800, Molecular Probes). Os núcleos das  células  foram  marcados  com DAPI.  As imagens foram 
capturadas em microscopia de fluorescência e posteriormente analisadas com o auxílio do software 
Adobe Photoshop. Os resultados demonstram que o anticorpo  reconhece especificamente a proteína 
STI1, uma vez que apenas reação de fundo foi observada no painel A. Todas as diluições testadas 
foram eficazes na detecção da proteína STI1, tanto no citoplasma quanto na membrana das células. 
Aumento 40X. Barra 
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especificamente  na  membrana  plasmática.  A  especificidade  da  reação  foi 
reforçada  pela ausência  de  sinal  nas  condições  onde  se  empregou  soro  não-
imune de coelho e camundongos como controles negativos (figura 20, painéis A e 
B respectivamente). 
STI1  mesmo  na  ausência  de  permeabilização  da  célula  é reconhecida 
pelo anticorpo na face externa da membrana plasmática (figura 20 painel C), fato 
este não observado para a proteína Rnd1 pela análise da figura 20 painel D, onde 
podemos  observar  ausência  de  reatividade  do  anticorpo  anti-Rnd1.  Estes 
resultados  nos  chamam  a  atenção  pois  está de  acordo  com  o  observado  em 
diversos trabalhos já  citados.  Tal  evidência  reforça  a  qualidade  e  fidelidade  das 
reações obtidas conferindo maior credibilidade aos resultados aqui apresentados. 
Esta observação é de grande importância já que nosso propósito futuro é provar a 
interação Rnd1-STI1 e tentar mostrar que esta interação pode estar associada ao 
evento de neuritogênese. 
A  distribuição  de  Rnd1  e  STI1  nas  células  do  hipocampo  é  relativamente 
uniforme e as reações  de  imunofluorescência  (figuras  20  e  21)  evidenciam  este 
fato,  dando  indícios  de  que  as  duas  proteínas  podem  estar  interagindo  nestas 
células (figura 20 painel G e na figura 21 paineis C e F). As imunofluorescências 
também mostram que a co-localização entre STI1 e Rnd1 poderá ocorrer somente 
na porção  citoplasmática  da  célula.  Esta  conclusão  pode  ser  obtida  através  da 
simples comparação dos resultados apresentados na figura 20, onde o anticorpo 
anti-Rnd1 só foi capaz de reconhecer seu antígeno, a proteína Rnd1, nas células 
que foram permeabilizadas (paineis D e F), deixando clara a especificidade do 
reagente obtido e a localização  da  Rnd1.  Este  dado  por  sua  vez  é  corroborado 
pela  literatura  que  já  provou  que  em  função  do domínio  CAAX  presente  na 
extremidade  carboxiterminal  da  GTPase,  ela  sofre  farnesilação  durante  seu 
processamento e assim é direcionada para a porção citoplasmática da membrana 
plasmática  (Nobes  et  al,1998).  Como  mencionado  anteriormente,  STI1  está 
aparentemente  distribuída  por  vários  compartimentos  citoplasmáticos,  na face 
interna da membrana plasmática (Lässle et al., 1997; Honoré et al., 1992; Martins 
et al., 1997) e inclusive, em pequena proporção na membrana plasmática (Lopes 
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et  al,  2005). Ainda  em relação  a  STI1,  a figura  20  (painel  E),  evidencia uma 
aparente concentração da proteína na região perinuclear das células utilizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. O anticorpo anti-Rnd1 reconhece especificamente a proteína endógena em neurônios 
primários de camundongos 
0  propósito  deste  ensaio    foi  evidenciar  a  especificidade  dos  anticorpos  utilizados  em  células  não-
permeabilizadas com  Triton X-100.  Para  tanto,  células  foram  permeabilizadas  com  Triton  X-100  sendo 
então, incubadas com os anticorpos anti-STI1 e anti-Rnd1 nas dilições 1:400 (painéis C e D). IgG irrelevante 
de coelho  na diluição  de  1:25  e  soro  pré-imune de camundongo na mesma diluição  foram  usados  como 
controles negativos (painéis A e B). Após lavagens foram adicionados os anticorpos secundários anti-IgG de 
camundongo Texas Red e anti-IgG de coelho Alexa Flúor 488 (1:800, Molecular Probes). Os núcleos das 
células foram marcados com DAPI. As células foram visualizadas com microscópio de fluorescência Zeiss e 
posteriormente sobrepostas (merge) com o auxílio do software Canvas 8. Os resultados demonstram que o 
anticorpo anti-Rnd1 reconhece especificamente a GTPase somente nas células  que  foram permeabilizadas 
com Triton X-100 (painel F), entretanto como STI1 também  está  presente  na  face  externa  da  membrana 
plasmática a reação do anticorpo contra a proteína STI1 foi evidenciada com a utilização do anticorpo Alexa 
Flúor 488 tanto em células não permeabilizadas (painel C) quanto em células permeabilizadas (paine

l E). 
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Importante  destacar  também  aqui  que  STI1  e  Rnd1  nas  células  de 
hipocampo de camundongos E16 estão localizadas em várias regiões do neurônio 
como corpo celular e axônios (figura 21). Entretanto, duas diferenças importantes 
podem  ser  observadas,  a  primeira  é  que,  neste  estágio  do  desenvolvimento 
embrionário,  em  células  permeabilizadas  (figura  21),  Rnd1  parece  estar 
concentrada no corpo celular do neurônio  se, comparada com outras regiões da 
célula  (figura  21  painéis  B  e  E).  Estes  dados corroboram aqueles descritos  na 
literatura, onde Rnd1 desempenha nesta região específica, papel fundamental na 
formação de espinhos dendriticos (Ishikawa et al, 2003;  Ishikawa et al, 2006). Já, 
STI1 parece estar mais concentrada na porção citoplasmática (figura 21 painéis A 
e D) da membrana plasmática de células permeabilizadas (Honoré et al, 1992) se 
comparada a células não permeabilizadas (figura 20 painel C), onde parece haver 
pouca STI1 representada na membrana plasmática (figura 16). Interessantemente, 
pode  ser  observada  a  presença  das  duas  proteínas  em  células  da  glia,  os 
astrócitos  (figura  21  painéis  D  e  E)  fato  este  relevante    e  que  abre  outras 
oportunidades de investigação. 
Os resultados aqui  apresentados reforçam  a  hipótese de  uma possível 
funcionalidade  para  a  interação  entre  Rnd1-STI1.  Especulamos  que  tal  função 
biológica resida em promoção de neuritogenese, uma vez que tanto Rnd1 (Nobes 
et  al,1998; Aoki et al,  2000;  Katoh  et al, 2002 e  Harada  et al,  2005)  como 
STI1(Zanata et al, 2002a; Lopes et al, 2005) estão envolvidas no crescimento de 
neuritos. No momento, tal especulação está sendo investigada. 
Além da possível participação das proteínas Rnd1 e STI1 em neuritogenese, 
levanta-se também  outra  hipótese  que  seria  o  envolvimento  de  STI1 na via de 
colapso  do  citoesqueleto  no  cone  de  crescimento  em  resposta  à  sinalização 
desencadeada  pela  via  semaforina-plexina-Rnd1.  O domínio  citoplasmático  das 
plexinas contem um domínio homólogo a Ras GAP. Plexina-B1, um receptor para 
Sema-4D pode interagir simultaneamente com Rnd1 e R-RasGAP, e tal interação 
por sua vez desencadeia a atividade GTPásica da plexina-B1 sobre R-Ras (que 
também  está  associada  em  eventos  de  adesão  celular  e  neuritogenese),  que  é 
conseqüentemente desativada (Oinuma et al, 2004). 
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Figura 21. Rnd1 e STI1 co-localizam em neurônios primários de camundongos 
0 propósito deste experimento foi evidenciar a interação entre as duas proteínas em células de hipocampo de 
camundongos.  Células  foram incubadas com os anticorpos anti-STI1 e  anti-Rnd1  nas dilições 1:400 
(painéis A e B) e 1:800 (painéis D e E). IgG irrelevante de coelho na diluição de 1:25 e soro pré-imune de 
camundongo na mesma diluição foram utilizados como controles  negativos (dados não  mostrados).  Após 
lavagens foram adicionados os anticorpos secundários anti-IgG de camundongos Texas Red e anti-IgG de 
coelho  Alexa  Flúor  488  (1:800,  Molecular  Probes).  Os  núcleos  das  células  foram  marcados  com  DAPI 
apesar  do  software  não  ter  capturado  a  fluorescência  neste  comprimento  de  onda.  As  células  foram 
visualizadas  com microscópio  óptico  Nikon  acoplado  com  sistema confocal  (BioRad)  e  posteriormente 
sobrepostas (merge) com o auxílio do software Adobe Photoshop. Os controles negativos mostraram total 
ausência  de  reatividade  (dados  não  mostrados).  Entretanto,  os  resultados  demonstram que  os  anticorpos 
reconhecem especificamente as proteínas STI1 (painéis A e D) e Rnd1 (painéis B e E), corroborando com a 
hipótese  de  provável  interação  entre  as  duas  proteínas,  fato  este  que  pode  ser  percebido  com  as 
sobreposições das imagens (painéis Ce F). 
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A interação da região C-terminal de plexina-B1 com PDZ-RhoGEF ativa a via 
de  sinalização de  Rho  (Oinuma  et  al,  2003).  Neste contexto  molecular  ocorre 
então a contração do citoesqueleto de actina e conseqüentemente a retração do 
neurito. Além disso, Rac1 parece ser capaz de se ligar ao domínio GAP da 
plexina-B1  estimulando  sua  atividade    GTPásica  sobre  R-Ras  assim  como  faz 
Rnd1, entretanto Rac1parece competir com maior eficiência pela interação com a 
plexina-B1  que  a  GTPase  Rnd1  (Rohm  et  al,  2000).  Em  2002,  Zanata  e 
colaboradores  demonstraram  que  Rnd1  interage  com  plexina-A1,  e  que  esta 
interação é  capaz  de induzir  o colapso  do  citoesqueleto  em células  COS-7  e 
neurônios do gânglio simpático. Entretanto  este mesmo  grupo  mostrou que a 
expressão  de  RhoD  inibe  a  atividade  de  Rnd1,  e  mais  uma  vez  Rnd1  parece 
competir com menor afinidade pelo sítio de interação com a plexina, neste  caso 
plexina-A1(Zanata et al, 2002b). 
Assim,  é  perfeitamente  possível  que  a  mesma  proteína  tenha  efeitos 
celulares diversos em resposta a estímulos moleculares diferente. Por este motivo, 
investigar  o  comportamento  da  proteína  STI1  no  contexto  da  sinalização 
desencadeada  pela  interação  Sema3A-plexina-A1-Rnd1  no  direcionamento  de 
cones de crescimento se configura em mais uma oportunidade de trabalho futuro. 
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6 Conclusões 
 
  A  proteína  recombinante  GST-Rnd1  foi  adequadamente  expressa  e 
purificada; 
  O  anticorpo  policlonal  produzido  pelos  camundogos  reconhece  a 
proteína  recombinante 
6
His-Rnd1 utilizada nas imunizações  quanto a 
proteína  endógena  presente  em  extrato  total  de  encéfalos  e 
preparações  de  membranas  imoblizadas  em  membrana  de 
nitrocelulose; 
  O  anticorpo  anti-Rnd1  também foi  eficiente  no  reconhecimento da 
proteína  em  culturas  de  células  SH-SY5Y  e  em  cultura  primária  de 
células do hipocampo de camundongos; 
  Os resultados obtidos nos experimentos de interação in vitro sugerem 
fortemente que pode haver interação específica entre Rnd1-STI1; 
  Os ensaios de localização celular mostram claramente que a região de 
provável  interação  entre  as  duas  proteínas  é  o  ambiente 
citoplasmático,  sugerindo  possível  funcionalidade  para  a  interação 
Rnd1-STI1 neste ambiente celular. 
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ANEXO 1:  domínios TPR da proteína mSTI1 
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Motivos TPR

 

TPR1

 

 TPR2A

 

TPR2B

 

Domínio TPR1

 

Domínio TPR2

 

Número de acesso 
SwissProt 
Q60864

 

Figura obtida com o uso do programa PROSITE (Sigrist et al, 2002; Hulo et al, 2004 e Castro 

et  al,  2006)  a  partir  do  número  de  acesso  SWISS-PROT  Q60864  que  corresponde  à  seqüência  de 
mSTI1 podemos  visualizar os três domínios: TPR1, TPR2A e TPR2B.   O domínio  TPR1 compreende 
os aminoácidos 4-19, o domínio TPR2A os aminoácidos 225-347 e o domínio TPR2B os aminoácidos 
360-475. 
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ANEXO  2:

 Análise  de domínios  conservados entre  as seqüências de aminoácidos  da 
proteína glutationa-S-transferase em diferentes organismos. 
O  programa  PRATT  foi  utilizado 
como ferramenta para identificar padrões 
que são conservados em um conjunto de 
seqüências  de  proteínas.  Os  padrões 
são  mostrados no  o  formato  PROSITE 
fazendo uso de parâmetros    do  PRATT 
(Jonassen et al, 1995; Jonassen, 1997). 
A análise desta figura não só confirma a 
presença  da  enzima  glutationa-S-
transferase  nos  diversos  organismos 
avaliados como também  evidencia  qual 
o  domínio  desta  proteína  é  conservado 
entre  as  espécies  escolhidas.  Tal 
domínio  compreende  os  aminoácidos 
48-90  perfazendo  um  percentual  de 
aproximadamente  22%  de  semelhan
ça 
entre as seqüências avaliadas.  
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ANEXO 3: Análise de domínios entre parceiros moleculares PrPc e mSTI1 
- Domínio de interação STI1-PrPc 230-245 aa (Zanata et al, 2002) 
Domínio 

Domínio 

A

 

Número de acesso 
SwissProt 
Q60864

 

TPR1   TPR2A   TPR2B 
4 -119 aa  225 – 347 aa  360 – 475 aa 
1 2 3   4 5 6 7 8  9 
B

 

- Domínio de interação PrPc-STI1 113-128 aa (Zanata et al, 2002) 
Número de acesso 
SwissProt 
P04925

 

1 2 
Com base na análise do resultado desta busca feita no banco de dados do PROSITE 
é possível constatar que o domínio de interação de PrPc (113-128 aa figura B) com STI1 
(230-245 aa figura A) se confirma (Zanata et al, 2002) revelando, inclusive que esta região 
corresponde ao motivo 4 do domínio TPR2A da proteína STI1.  
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ANEXO 4:

 Análise de provável região de interação entre Rnd1 e STI1 feita por análise 
de padrões aminoácidos conservados entre as seqüências das proteínas. 
A  análise  do  resultado  da  busca  no  programa  PRATT  (Jonassen  et  al,  1995; 
Jonassen, 1997) sugere ser a região 121-168 da seqüência de Rnd1 a candidata a 
interagir com STI1 no domínio TPR1 compreendido entre os aminoácidos 15-62. 
Domínio TPR1

 

Domínio TPR2

 

TPR1   TPR2A   TPR2B 
Número de acesso 
SwissProt 
Q60864 
(STIP1_MOUSE) 
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