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Resumo

Lipids rafts sdo microdominios, da ordem de 10 a 200 nm, enriquecidos em esfingolipidios,
colesterol e proteinas especificas, responsdveis por diversos processos celulares e que
possuem caracteristicas similares a fase liquido-ordenada (L,) encontrada em membranas
modelo. Esses microdominios tém sido estudados através do preparo de membranas
resistentes a detergentes (DRMs). Neste trabalho nds investigamos a acdo de detergentes ndo
i6nicos em duas membranas bioldgicas (de eritrécito humano e de sinaptossomas de cortex
cerebral suino) e a obtengao de DRMs com o fim de identificar os mecanismos determinantes
da associagdo entre os componentes das membranas bioldgicas, que levam a separacao lateral
de fases. Medidas em monocamadas de Langmuir e em bicamadas (vesiculas unilamelares
gigantes, GUVs) com lipidios extraidos de membranas eritrocitdrias possibilitaram avaliar a
cinética de incorporacdo e o processo de solubilizacdo induzido pelos detergentes TX-100 e
Brij 98. Nessas membranas, o TX-100 foi capaz de separar dominios de fase L, e, em
concentracdes acima da concentragao micelar critica (CMC), solubilizar a fragdo liquido-
desordenada, enquanto o Brij 98 — de maior afinidade pelos lipidios que o TX-100 - em
concentracdes menores que a CMC, ja foi capaz de fragmentar a membrana em
microvesiculas. Numa segunda abordagem experimental, utilizamos sinaptossomas de cortex
cerebral suino. O tratamento dessas biomembranas com TX-100 ou Brij 98, levou a obtengao
de DRMs tanto a 4 quanto a 37 °C; as fracOes resistentes a TX-100 mostraram-se enriquecidas
em colesterol e esfigomielinas, enquanto as DRMs de Brij 98 continham maior teor proteico e
de fosfolipidios, € menor conteudo de colesterol. O elevado teor de colesterol nas DRMs de
TX-100 concorda com seu maior empacotamento lipidico, em relacdo as DRMs de Brij 98.
Os resultados mostram que a composicdo de DRMs ¢ totalmente dependente do detergente,
indicando um processo de solubilizacdo diferencial dos componentes da membrana
eritrocitaria e sinaptossomal induzido pelo TX-100 e pelo Brij-98. Desta forma, considerando
a composi¢do, o tamanho e a presenca da fase L, nos DRMs de TX-100, concluimos que este
detergente ndo idnico € capaz de isolar mais eficientemente os microdominios lipid rafts

dessas duas biomembranas modelo.

Palavras-Chave: membranas, eritrdcitos, sinaptossomas, detergentes, lipid rafts,

DRMs.



Abstract

Lipids rafts are 10-200nm microdomains found in biological membranes, which are enriched
in cholesterol, sphingolipids and specific proteins, being related to diverse cellular processes
such as fusion, endocytosis,... Lipid rafts have properties also found in the liquid ordered (L,)
phase of model membranes. One approach to study such microdomains is offered by detergent
resistant membranes (DRMs). In this thesis we have investigated the effect of non-ionic
detergents in two biomembranes (human erythrocytes and pig brain cortex synaptosomes) and
the preparation of their DRMs in order to identify the mechanisms that rule the association
between membrane components, leading to phase separation. Studies with lipids extracted
from erythrocyte membranes (Langmuir monolayers and giant unilamellar vesicles, GUV)
allowed determination of the kinetics of membrane insertion and solubilization process
induced by TX-100 and Brij 98. In such membranes, TX-100 was able to induce the
formation of L, phase resistant fractions and, above its critical micelle concentration (CMC),
to solubilize such domains. As for Brij 98, which binds stronger to the membrane lipids, even
below the CMC it disrupted the membranes in microvesicles (DRMs). We have also prepared
synapsomal membranes from pig brain cortex. Treatment of such membranes with TX-100 or
Brij 98 gave rise to DRMs, both at cold (4 °C) and at 37 °C; the TX-100 resistant fractions
were enriched in cholesterol and sphingolipids, while the Brij 98 DRMs contained higher
protein and phospholipid levels and low cholesterol content. The higher cholesterol level of
the TX-100 DRMs agreed well with their improved lipid packing, detected by Electron
Paramagnetic Resonance, in comparison to Brij 98 DRMs. In conclusion, the differential
solubilization of erythrocyte and synaptosomal membrane components induced by TX-100
and Brij 98 show that is mainly the surfactant agent that determines DRMs composition. More
specifically, considering the composition, size and presence of the L, phase in TX-100 DRMs
we conclude that this detergent is able to more efficiently isolate lipid rafts microdomains

from the two model biomembranes studied.

Keywords: membranes, erythrocytes, synaptosomes, detergents, [lipid rafts,

DRMs
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SDS-PAGE

SG
SM
TX-100
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N-(Lissamine rhodamine B sulfonyl)-1 ,2-dipalmitoyl phosphatidylethanolamine;
di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisamina rodamina B sulfonil)

Ressonancia paramagnética eletronica
Stearic acid spin label; marcador de spin do tipo doxil-estearato

Sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel electrophoresis; eletroforese em gel de
poliacrilamida - dodecil sulfato de sddio

Membrana sinaptossomal preparada a partir de gradiente de sacarose
Sphingomyelin; esfingomielina
Polioxietileno glicol terc-otilfenil éter

B-ciclodextrina
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1. Introducao

As membranas plasmdticas sdo estruturas muito complexas e altamente
dindmicas: definem o limite celular, atuam na recep¢ao/transdu¢dao de sinais, nas
transformacdes de energia para a célula, no transporte seletivo de metabolitos, mediam a
comunicacdo entre as células, regulam a funcdo celular além de estarem envolvidas em
processos de endo e exocitose (Rajendran et al., 2010). Elas sdo compostas por uma bicamada
lipidica onde proteinas estdo inseridas e, em menor quantidade em relacdo aos outros
componentes, uma porcdo de carboidratos € encontrada na forma de glicoproteinas e
glicolipidios. Apesar de conter uma grande fragdo, em massa, de proteinas, a bicamada
lipidica é a chave da constru¢do da membrana bioldgica formando uma matriz estrutural e
oferecendo estabilidade mecanica e seletiva a permeacdo de ions e moléculas grandes
(Machan & Hof, 2010). Compreender a membrana plasmdtica € um passo crucial para
entender como se da a interacdo entre as células e, consequentemente, os tecidos, os sistemas

e, o principal, a vida.

1.1. Membranas biologicas

Em solugdo aquosa os lipidios anfifilicos, contendo uma porcido hidrofébica
(“cauda” ou cadeia acila) e uma porcao hidrofilica (“cabega”), se auto arranjam devido ao
efeito hidrofébico a fim de diminuir a drea de contato entre as moléculas de dgua e as cadeias
acilas. Assim, eles expdem seus grupos polares a0 meio aquoso, minimizando a interagdo do
solvente polar com as cadeias acilas. A estrutura formada (por exemplo: bicamada, micela,
fase hexagonal, fase cibica) dependerd da geometria dos lipidios constituintes (Yeagle, 2012).
Nas membranas, a geometria lipidica (por exemplo de cone, cone invertido ou cilindrica)
confere curvatura intrinseca positiva, negativa ou neutra (Figura 1), respectivamente, a cada
monocamada (Goiii, 2014). Em mamiferos, os glicerofosfolipidios e os esfingolipidios sdo os
principais componentes lipidicos das membranas plasmadticas, além do colesterol que é uma
das moléculas mais importantes na organizacdo das membranas, como uma barreira fisica. O
arranjo desses lipidios em solu¢do aquosa, forma uma bicamada lipidica com um interior
hidrofébico e uma superficie hidrofilica em ambos os lados. O comprimento e o grau de

insaturacdo dos dcidos graxos que compdem os glicero e esfingolipidios sd@o os principais
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determinantes da fluidez e compactacdo da bicamada lipidica, seguidos pelo teor de
colesterol, interacdes entre as cabecas polares de lipidios e associagdo com proteinas
especificas (Yeagle, 2012).

Em uma membrana plasmética, a curvatura intrinseca da bicamada é influenciada
pelo empacotamento lipidico e pela curvatura lipidica das monocamadas. A curvatura em uma
membrana bioldgica requer assimetria entre as monocamadas, que pode ser conferida por
proteinas ou composicdo lipidica diferentes (Helfrich, 1973; Marsh, 1996; Goii, 2014). A
diferengca entre as composi¢des das monocamadas sugere uma curvatura neutra para a
monocamada externa e uma curvatura negativa para a monocamada interna (Evans & Skalak,
1979; Nicolson, 2013). Zimmerberg e Gawrich (2006) ainda sugerem que os lipidios da
monocamada interna possuem uma cabeca polar menor do que a drea da cadeia acila,

justificando a curvatura negativa desta monocamada.

Cone
invertido
Cone

Cilindro

'}:

Figura 1. Esquema demonstrando a curvatura lipidica positiva (A), negativa (B) e neutra (C)
em monocamadas lipidicas, dependente da geometria lipidica: cone, cone invertido ou
cilindro. Adaptado de Goiii (2014).

Hé4 mais de 4 décadas, Singer e Nicolson (1972) propuseram o “modelo do
mosaico fluido” para explicar a estrutura da membrana plasmatica. Neste cldssico modelo os
lipidios e a maioria das proteinas sdo livres para se difundirem lateralmente no plano da
bicamada (movimento lateral), enquanto o movimento de translocag@o entre as monocamadas
(flip-flop) € inexistente nas proteinas e menos frequente nos lipidios. De fato, o0 movimento
dos lipidios entre as duas monocamadas pode ocorrer de forma ativa, através de enzimas
translocases ATP-dependentes, conhecidas como flipases e flopases, ou por translocagao
espontanea dos lipidios de um lado para o outro da bicamada; entretanto, esse tltimo processo
¢ extremamente lento devido a alta barreira energética imposta pela resisténcia da passagem
das cabecas polares através do interior hidrofébico da bicamada e também pela resisténcia
adicional imposta pelo aumento da tensdo lateral desenvolvida quando lipidios em translacao
se inserem na outra monocamada (Sackmann, 1995; Devaux et al., 2008; Contreras et al.,

2010).
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As proteinas se associam a membrana através de diferentes tipos de interagdes
(Nicolson, 2013). As proteinas integrais (proteinas transmembranares) atravessam a bicamada
lipidica completamente. Em geral, essas proteinas apresentam dominios hidrofilicos (que
interagem com as cabecas polares dos lipidios e 0 meio aquoso) e uma ou mais porgdes
hidrofébicas, que estd associada ao core lipidico (Cortijo et al., 1982; Singer, 1990; Cramer et
al.,, 1992). Proteinas hidrofilicas (periféricas) se associam a bicamada lipidica através de
interagdes eletrostdticas e/ou por ligagdes de hidrogénio, ou através de ligacdes covalentes a
lipidios (e.g. glicosilfosfatidilinositol) ou através de cadeias acilas (por exemplo, por
palmitoilacdo) (Jacobson et al., 1987; Kusumi et al., 2011). Proteinas associadas a membrana
pelo lado citoplasmaético, juntamente com proteinas integrais, formam uma malha rigida, o
citoesqueleto, que ajuda a manter a integridade, estabilidade e muitas funcdes da célula
(Murador & Deffune, 2007; Chichili & Rodgers, 2009). No lado externo, as biomembranas

contém uma matriz extracelular composta de proteinas e polissacarideos (Nicolson, 2013).

1.2.Lipid rafts

Em sistemas modelo de membranas (lipossomas), o empacotamento lipidico
diferencial tem sido caracterizado. Em membranas compostas por fosfolipidios puros, a
temperaturas baixas (abaixo da temperatura de transicao de fases principal, Ty,), a bicamada se
encontra na fase sélido-ordenada (S,) ou fase gel, que possui um arranjo ordenado das cadeias
acilas e mobilidade restrita dos lipidios. Acima da T, a bicamada estd na fase liquido-
desordenada (L4) ou fase-fluida, onde as cadeias acilas em conformacdo trans-gauche
movimentam-se com alto coeficiente de difusdao e alta amplitude de rotacdo ao redor destas
ligacdes dentro do plano da bicamada, conferindo caréter fluido e desordenado a bicamada
(Brown & London, 1998; van Meer et al., 2008) (Figura 2A). Nesta fase os termos
sOlido/liquido se referem ao empacotamento da cabeca lipidica e a mobilidade, enquanto os
termos ordenado/desordenado se referem a ordem das cadeias acilas. A transicdo entre as
fases ¢ um fendmeno cooperativo, e a T, € influenciada pelo comprimento e grau de
insaturacdo da cadeia acila, sendo maior em bicamadas com lipidios de cadeias longas e
saturadas. Quando a bicamada € formada por dois tipos de lipidios com diferentes T, a
separacdo de fases pode ocorrer, e as fases S, e Ly podem coexistir. Os lipidios com a Ty,
menor estardo na fase Ly, enquanto os lipidios com a Ty, maior estardo na fase S,.

O colesterol, devido a estrutura rigida de seu anel, impOe uma restricio a
amplitude de movimento de cadeias hidrocarbonicas na fase Ly, diminuindo o nimero de

configuragdes trans-gauche das ligagdes C-C das cadeias acilas, e aumentando as interagdes
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van der Waals entre as cadeias acilas e a superficie planar da molécula de colesterol, o que
leva a uma reducdo da drea/lipidio e ao aumento do pardmetro de ordem molecular e
espessura da bicamada (ca. 5 nm), (Chen et al., 2009). Por outro lado, a inclusdo de colesterol
na fase S, prejudica o contato intimo entre as cadeias adjacentes, levando a um aumento
considerdvel na mobilidade lateral dos lipidios. Em porcentagens altas de colesterol, uma
terceira fase pode ser formada (Figura 2B), com propriedades intermedias entre a fase Lq e S,.
A fase liquida ordenada (L,) é, entdo, caracterizada ndo somente pela limitada ordem das
cadeias acilas, mas também pelo alto grau de difusdo lateral pela bicamada, como ocorre na
fase Lg (Ipsen et al., 1987; Veatch & Keller, 2005). Lipidios com cadeias longas e saturadas e
esfingolipidios estdo frequentemente associados ao colesterol, na fase L, (van Meer et al.,

2008).

B
ALY Sl MMMM

Solido-ordenada Liquido-desordenada Liquido-ordenada

Figura 2. Representacdo de fases em bicamadas lipidicas: acima: vista lateral; abaixo, vista
superior. A) preparadas a partir de um unico lipidio na fase S, e na fase Ly (acima da Ty, do
lipidio); B) formacao da fase L,, na presenca de altas concentragcdes de colesterol. A bicamada
€ mais espessa na fase L, do que na fase S, e Ly. Adaptado de Ciana & cols. (2014).

De maneira geral, as membranas bioldgicas encontram-se na Ly. No entanto, pelo
fato de possuirem colesterol (aproximadamente 40 mol%, em relagdo a concentracao total de
lipidios) e uma por¢ao considerdvel de lipidios saturados como os esfingolipidios, acredita-se
que existam dominios funcionais em membranas bioldgicas, denominados lipid rafts, que
apresentam similaridades com a fase L, (Brown, 2006b), observada em sistemas modelo.

O modelo de lipid rafts, descrito por Simons & lkonen (1997), propde que
proteinas especificas, como por exemplo, proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol
(GPI) e proteinas transmembranares, tais como flotilina, caveolina, estomatina e aquaporina-
1, particionem em dominios ricos em colesterol e esfingolipidios, das biomembranas.

Atualmente, os lipid rafts sdo definidos como microdominios existentes in vivo, altamente
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dindmicos e funcionais e que sdo constituidos por esfingolipidios, colesterol e proteinas
especificas, que se associam e se dissociam na escala de segundos (Pike, 2009). Esses
microdominos se encontrariam em uma fase mais organizada, semelhante a fase L, (Figura 3)
(Quinn, 2010).

Apesar da dificuldade para observar os lipid rafts in vivo - devido a réapida
dindmica de formacdo e particdo de proteinas especificas dentro desses dominios de
membrana, e ao pequeno tamanho (10 a 200 nm) (Pike, 2006; Rajendran et al., 2010) - muitas
evidéncias, embora indiretas, corroboram sua existéncia (Simons & Gerl, 2010). Nos ultimos
anos, diversos estudos funcionais demonstraram que o mecanismo de infeccdo de varios
patégenos esta relacionado com a formacao de lipid rafts, tal que utilizam proteinas e lipidios
constituintes dos rafts sdo utilizados para entrar na célula (Rajendran et al., 2010). Como
exemplos do mecanismo de infecc@o estdo o antigeno protetor (proteina da toxina causadora
do antraz) que se liga a proteinas ancoradas ao GPI para entrar na célula e a toxina da célera
que utiliza os gangliosidios (Gruenberg & van der Goot, 2006). Outro exemplo seriam os
receptores CD4 e quimicionas (envolvidos na entrada do virus HIV na célula hospedeira) que
se encontram particionados em [lipid rafts (Popik et al., 2002). Os rafts também estdo
presentes em membranas de fungos como exemplo Histoplasma capsulatum e
Paracoccidiodes brasiliensis (Maza et al., 2008; Ywazaki et al., 2011; Tagliari et al., 2012) e
em protozodrios como os da espécie Leishmania (Tanaka et al., 2007) e Trypanosoma cruzi
(Takahashi et al., 2009). Dessa forma, as propriedades funcionais dos dominios de membranas
envolvidos na viabilidade celular e nas patologias, justificam a importancia de compreender a
estrutura detalhada das membranas e os mecanismos de formagdo dos dominios.

Uma forma de estudar a existéncia e fun¢do desses microdominios € através de
métodos bioquimicos e técnicas indiretas, tais como a extracdo de fracdes de membranas
resistentes a detergente (detergent resistant membranes; DRMs) a baixa temperatura (Schuck
et al., 2003; Pike et al., 2005; Ingelmo-Torres et al., 2009). Essa estratégia é comumente
combinada com o uso de metil-B-ciclodextrina (MBCD), capaz de extrair parcialmente o
colesterol das membranas celulares. O fato de proteinas encontradas nas DRMs serem
solubilizadas ap6s tratamento com MBCD, indica sua associacdo com [lipid rafts e sugere que
a funcionalidade dessas proteinas in vivo dependeria da presenca desses dominios

enriquecidos de colesterol (Simons & Gerl, 2010).
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RAFT

_—~ Proteina ancorada ao GPI

Glicoesfingolipidio

Monocamada
Externa

Monocamada
Interna

Proteinas associadas ao raft

Colesterol g Esfingolipidio Acilagao (palmitoilagéo)

Figura 3. Modelo esquemdtico da estrutura lipidica-proteica de lipid rafts, de acordo com
Casadei (2011).

1.3. Membranas resistentes a detergentes

O conceito de lipid rafts, tem sido associado ao estudo das fragdes de DRMs.
Inicialmente, essas fracdes foram isoladas a partir do tratamento da membrana plasmatica
com detergente ndo idnico a baixa temperatura (4 °C), seguido de uma ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose. Neste gradiente, as DRMs sdo isolados em fracdes de baixa densidade
(aproximadamente 1,09-1,2 g/mL) devido a maior propor¢cdo de lipidios em relacdo as
proteinas (Brown & Rose, 1992; Hope & Pike, 1996).

Em relacdo a sua constituicio, DRMs sdo geralmente pobres em proteinas
transmembranares que apresentam o-hélices hidrofébicas, mas sdo enriquecidas em proteinas
ancoradas ao GPI, alguns receptores transmembranares e canais (Benting et al., 1999; Moffett
et al., 2000; Ridyard & Robbins, 2003), além de proteinas aciladas por 4cido miristico e
acido palmitico (Luna et al., 2005). Portanto, flotilinas que sdo proteinas miristoiladas e
multiplamente palmitoiladas (Neumann-Giesen et al., 2004) s@o frequentemente encontradas
em DRMs de diferentes membranas plasmdticas (Ciana et al., 2005; Pike et al., 2005;
Delaunay et al., 2008a; Crepaldi Domingues et al., 2009). Ja entre as proteinas
transmembranares comumente excluidas das DRMs encontram-se algumas tirosinas
fosfatases (Janes et al., 1999; Young et al., 2005).

Diferentes tipos de detergentes ndo idnicos tem sido utilizados para preparacado de

DRMs, no entanto o contetdo lipidico e proteico dessas fracdes € bastante heterogéneo,
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sugerindo uma solubilizacdo diferencial entre os agentes tensoativos. Triton X-100 ou TX-100
€ um cléssico detergente utilizado para estudos de DRMs preparadas a 4 °C (Delaunay et al.,
2008b; Kamata et al., 2008; Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010). O
detergente Brij 98 é frequentemente usado em preparacdes de DRMs a 37 °C, a partir de
diferentes tipos celulares (Drevot et al., 2002; Schuck et al., 2003; Gil et al., 2006; Lenne et
al., 2006; Casadei et al., 2014a).

Existem vadrias criticas quanto ao uso de DRMs como modelo de estudo de lipid
rafts, sendo que a principal estd relacionada ao emprego de detergentes para induzir a
separacdo de fases, pois o tensoativo per si, ao se inserir na membrana, poderia provocar a
reorganizacdo dos componentes podendo induzir aglomerados de lipidios especificos.
Segundo Heerklotz (2002), o detergente usado para obtencio de DRMs poderia criar
dominios e causar a mistura e retencdo de proteinas e lipidios, independentemente da sua
afinidade por ambientes ordenados. No entanto, estudos com membranas modelo
demonstraram que a deteccdo de dominios na fase L, apds tratamento de determinadas
misturas de lipidios ricas em colesterol com TX-100 somente € possivel quando essas
misturas ja apresentavam dominios na fase L,, antes da acdo do detergente (Ahmed et al.,
1997). Além disso, o tratamento de bicamadas lipidicas compostas de fosfolipidios, colesterol
e esfingomielina, contendo dominios nas fases L4 € L,, com TX-100 resultou na solubilizacao
seletiva dos dominios na fase Ly e relativa preservacdo dos dominios na fase L, (Dietrich et
al., 2001; Ahyayauch et al., 2009).

Outra critica apontada € em relacdo as temperaturas de obtencdo das DRMs. A
temperatura é conhecida por ser o maior fator na dindmica de lipidios e temperaturas baixas
sdo conhecidas por provocar associagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina, que ndo ocorreriam
in vivo, em temperaturas maiores. Diversos exemplos na literatura descrevem que as fragdes
obtidas a 4 °C seriam solubilizadas a 37 °C (Sot et al., 2006). Outros estudos revelaram ainda
que a separagdo das fases Ly e L, pode ocorrer a 37°C, em misturas lipidicas biomiméticas de
colesterol, fosfolipidios insaturados e esfingolipidios, de modo que a separacdo de fases seria
plausivel de ocorrer também em membranas bioldgicas (Silvius, 2003). Juntamente, esses
resultados sugerem que DRMs isoladas de membranas bioldgicas poderiam, também, ser
formadas a partir de dominios (rafts) pré-existentes (Brown, 2006a). Além disso, a presenca
de proteinas em DRMs sugere que as mesmas encontram-se concentradas em microdominios
naturais nas membranas bioldgicas, conferindo um importante papel funcional aos rafts

(Brown, 2006a).
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Considerando-se, entdo, as defini¢cdes para lipid rafts e as limitagcdes existentes
nas metodologias empregadas para seu isolamento e identificacdo, é evidente a dificuldade de
estabelecer uma correlacdo entre os microdominios isolados pode DRMs e lipid rafts,
explicando assim o motivo pelo qual aspectos bioquimicos e biofisicos destes microdominios
tem sido alvo de tantos debates na literatura. Mikhalyov e Samsonoy (2011), utilizando
fluorimetria e microscopia de fluorescéncia, detectaram [ipid rafts em membranas de
eritrécitos, em temperatura fisioldgica. Eles demonstraram que dominios da membrana
eritrocitdria integra ocorrem tanto a 4 °C quanto a 23 °C e 37 °C, embora os microdominios
sejam menos evidentes nas temperaturas maiores. Raghupathy & cols. (2015) demostraram
que lipidios com cadeias longas saturadas inseridos na fase L, sdo necessdrios, ou na
monocamada externa ou interna, para estabilizar os microdominios, e ainda que aglomerados
de filamentos de actina juntamente com a fosfatidilserina (PS) da monocamada interna,
podem estabilizar esses dominios. Por outro lado, Sevcsik & cols. (2015), demostraram in
vivo, em células de cancer de bexiga T24 e através de single-molecule microscopy, que

proteinas ancoradas ao GPI ndo estariam associadas a fase L,

1.4. Eritrocitos

O eritrécito ¢ um bom modelo para o estudo de membrana celular porque ele é
uma célula de facil obtengdo, em grande quantidade, que ndo cont€ém nicleo nem organelas
internas e na qual a desestabilizacdo da estrutura da membrana € facilmente monitorada pela
liberacdo da hemoglobina intracelular (Malheiros et al., 2000; Malheiros et al., 2004;
Domingues et al., 2008; Preté et al., 2011). Por todas essas caracteristicas, o eritrocito tem
sido extensivamente estudado e é uma das células mais bem conhecidas em termos de
estrutura, fungdo e genética.

Eritrécitos humanos sdo células biconcavas discéides com diametro de
aproximadamente 8 um, drea de superficie de cerca de 140 pm” e um volume de 100 pm’>. O
excesso da drea de superficie do eritrdcito, juntamente com a elasticidade de sua membrana,
conferem a flexibilidade necesséria para essas células sanguineas passarem pelos capilares
sinusdides, de dimensdes inferiores a delas (Chasis & Shohet, 1987; Maier et al., 2009), com
um tempo de vida médio de 120 dias na circula¢do sanguinea. Essas propriedades dinamicas
da membrana do eritrécito se devem a existéncia de sua rede proteica submembranar, o
citoesqueleto (Maier et al., 2009).

A membrana eritrocitdria € constituida de uma bicamada lipidica que contém

vdrias proteinas integrais, uma rede proteica (citoesqueleto) e uma pequena porcdo de
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carboidratos ligados as proteinas e aos lipidios. Os fosfolipidios compdem a principal classe
de lipidios da membrana eritrocitdria (Storch & Kleinfeld, 1985) e se arranjam
assimetricamente pela bicamada lipidica. PS e fosfatidiletanolamina (PE) se situam
preferencialmente na monocamada interna, enquanto fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina
(SM) localizam-se, preferencialmente, na monocamada externa (Connor et al., 1990; Daleke,
2008); o colesterol estd presente nas duas monocamadas. A manuten¢do da assimetria lipidica
€ um processo importante para uma variedade de processos celulares (An et al., 2004;
Pomorski & Menon, 2006); por exemplo, a exposicdo de PS na superficie celular é observada
em células expostas a estresse oxidativo, processos infecciosos e apoptose celular (Alaarg et
al., 2013).

As proteinas da membrana eritrocitdria também sdo bastante abundantes, sendo a
relacdo em massa, colesterol:proteina, de cerca de 0,3 (Cooper, 1997; Casadei et al., 2014a).
As proteinas integrais interagem com os lipidios da membrana através de suas porgdes
hidrofébicas, que atravessam a bicamada lipidica. Entre as proteinas integrais do eritrécito se
destacam: a banda 3 (proteina transportadora de anions) e as glicoforinas, que sdo receptores
de membrana e antigenos e que participam do reconhecimento célula-célula, na face externa
da membrana. J4 as proteinas periféricas (principalmente espectrina, actina, proteina 4.1 e 4.9)
formam o citoesqueleto eritrocitario, um extenso reticulo submembranar (que contém cerca de
60% da massa proteica desta) e € responsdvel pela forma biconcava do eritrécito e pela
organizacdo dos componentes da membrana, (Murador & Deffune, 2007), pela durabilidade e
pela deformabilidade da célula, sem fragmentacdo (Maier et al., 2009). As proteinas que
compdem o citoesqueleto interagem entre si € com certas proteinas integrais da membrana do

eritrécito (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo do citoesqueleto de eritrocitos e sua interacdo com a bicamada
lipidica. Esquema adaptado de Maier & cols. (2009).

DRMs de eritrécitos

Nas ultimas duas décadas, DRMs de eritrocitos foram isoladas e caracterizadas
(Salzer & Prohaska, 2001; Samuel et al., 2001; Murphy et al., 2004; Ciana et al., 2005; Rodi
et al., 2006; Kamata et al., 2008; Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010;
Mroéwcezynska et al., 2010; Casadei et al., 2014a). As DRMs de membrana eritrocitdria
isoladas a partir de TX-100, C,Es, Brij 58 e Brij 98, tanto a 4 quanto a 37 °C apresentam
densidade entre 1,14-1,2 g/cm3 e as proteinas flotilina-1, flotilina-2, estomatina, GSa,
proteinas ligadas a proteina G inibitéria, além do gangliosideo GM1 t€m sido usados como
marcadores proteicos em DRMs de eritrdcitos (Salzer & Prohaska, 2001; Ciana et al., 2005;
Kamata et al., 2008; Ciana et al., 2011).

Recentemente, nés demostramos que DRMs obtidas a partir de TX-100, Brij 58 e
Brij 98 sdo enriquecidas em colesterol e fosfolipidios com acidos graxos de cadeia saturada
(em especial acido lignocérico das esfingomielinas), caracteristicas consistentes com [ipid
rafts (Casadei et al., 2014a). No entanto, DRMs de TX-100 apresentam maior propor¢ao de
SM/glicerofosfolipidios que as fracdes obtidas com os Brij, além de menor propor¢do de PE,
um lipidio preferencial da monocamada interna da membrana de eritrécitos. Em relagdo a
solubilizacdo proteica, a membrana do eritrocito € mais resistente ao tratamento com Brij 98
do que aos outros dois detergentes (Brij 58 e TX-100). Resultados de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE), com uso de marcadores de spin do tipo doxil-estearato ndo
acusaram variacdo significativa no grau de empacotamento dos lipidios nas bicamadas de

DRMs de Brij 98 e Brij 58, em relacdo a membrana eritrocitaria, diferentemente do observado
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em DRMs de TX-100 e do que seria esperado para dominios lipidicos na fase L, (Casadei et
al., 2014a).

Considerando a associacdo de processos patoldgicos e lipid rafts, estudos t€ém
demonstrado que os lipid rafts da membrana eritrocitdaria podem estar envolvidos com o
processo de invasdo celular pelo parasita causador da maldria, Plasmodium falciparum
(Samuel et al., 2001; Murphy et al., 2004; Murphy et al., 2007). Samuel & cols. (2001)
demonstraram que o tratamento das membranas dos eritrocitos com MBCD inibe a infecgao
pelo parasita enquanto a auséncia de proteinas ancoradas por GPI nao afeta a mesma,
concluindo que a infec¢do pelo plasmodium € mais dependente da fase lipidica do que de

proteinas especificas do lipid rafts.

1.5. Sinaptossomas

O termo sinaptossoma foi primeiramente mencionado por Hebb e Whittaker
(1958). Sinaptossomas sao membranas pré-sindpticas resseladas, geradas por fracionamento
sub-celular do tecido nervoso. Eles sdao formados, principalmente, pelos terminais neurdnicos
e seu conteudo, incluindo mitocOndria, citoesqueleto, vesiculas sindpticas (exceto material
genético) e todas as proteinas e enzimas funcionais normalmente presentes nesses terminais.
Desta forma os sinaptossomas mimetizam as fung¢des que ocorrem in vivo: eles podem
produzir ATP; sua membrana contem canais i0nicos, receptores e transportadores funcionais
que permitem a manutencao do potencial de membrana e a homeostase i0nica; sdo capazes de
liberar neurotransmissores € a membrana pode ser reciclada, por endocitose (Dunkley et al.,
2008). Além disso, os sinaptossomas sdo utilizados para estudar doengas neurodegenerativas
tais como Alzheimer (Sokolow et al., 2015), Parkinson (Harish et al., 2013) e Huntington
(Valencia et al., 2013). Apesar destas aplicacdes, ainda faltam estudos que avaliem a
composi¢do, a separacdo de fases e a estrutura da bicamada lipidica dos sinaptossomas.

O colesterol € um importante componente dos terminais sindpticos, estando
envolvido na formacdo e manutencdo das sinapses e atuando em eventos especificos tais
como processos de fusdo entre as vesiculas sindpticas € a membrana pré-sindptica. O
colesterol estimula a atividade da bomba de Na* e Ca'™ (Vemuri & Philipson, 1989), o
transporte de glutamato (Shouffani & Kanner, 1990), modula o transporte de serotonina (Saito
& Silbert, 1979) e é requerido para a atividade do receptor de acetilcolina (Criado et al.,
1982). A diminui¢@o da quantidade de colesterol em sinaptossomas altera as fungdes dos lipid

rafts, 0 que por sua vez, altera o transporte de fons de cdlcio dos canais de Ca™ voltagem-
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dependente, processo envolvido na liberagdo de neurotransmissores quimicos (Gil et al.,
2005).

Diversos estudos demostraram que os dominios de membranas estdo envolvidos
com o processo de sinapse: regulacdo, aglomeracdo dos receptores e liberacdo de
neurotransmissores nos terminais sindpticos (Nufiez et al., 2008; Cole et al., 2010).
Membranas sinaptossomais resistentes a detergentes ou a sonicacdo tém sido descritas na
ultima década (Eckert et al., 2003; Gil et al., 2005; Gil et al., 2006; Nuifiez et al., 2008; Cole et
al., 2010; Head et al., 2010; Gil et al., 2011; Rodriguez-Asiain et al., 2011), a partir de cérebro
de rato, porém esses trabalhos ndo levam em consideracdo a composicdo lipidica da
membrana sinaptossomal e/ou de suas fragcdes (DRMs ou fracdes resistentes a sonicacao).

Assim, devido a relevancia dos terminais sindpticos no entendimento de
fendmenos de membrana, neste estudo propusemo-nos preparar e caracterizar, pela primeira
vez, membranas sinaptossomais isoladas do cortex cerebral de suinos e isolar suas fragdes

resistentes (DRMs) aos detergentes TX-100 e Brij 98.

1.6. Detergentes e solubilizacao de membranas

Detergentes ou surfatantes sdo moléculas anfifilicas, com uma por¢ao hidrofébica
e uma por¢do hidrofilica. Assim como os lipidios, na presenca de dgua os detergentes
possuem a capacidade de se agregar, mostrando sua porc¢do hidrofébica para a fase apolar,
enquanto expoem sua por¢ao polar para o meio aquoso (Heerklotz, 2008). Moléculas com
propriedades tensoativas incluem os detergentes sintéticos e compostos fisioldgicos tais como
sais biliares, lisofosfolipidios, alguns peptideos e outros compostos anfifilicos (Heerklotz,
2008).

De acordo com a natureza do grupamento hidrofilico dos detergentes, eles podem
ser classificados como ndo-idnicos e i6nicos (catidnicos, anidnicos ou zwiteridnicos). Os
detergentes nao-idnicos TX-100 e Brij 98, apresentam uma cauda hidrofébica, consistindo de
uma cadeia hidrocarbonada, e uma cabeca hidrofilica consistindo de vérias unidades de
grupos polioxietileno (Tabela 1). No caso do TX-100, um anel benzénico une as porgdes
hidrofébica e hidrofilica da molécula.

Os grupos polares dos detergentes ndo idnicos, em solu¢do aquosa, formam pontes
de hidrogénio com moléculas de 4gua, enquanto sua fracdo apolar se agrega devido a
interacOes hidrofébicas. Essa propriedade permite que o detergente seja solivel em dgua
formando agregados esféricos organizados, cilindricos ou discéides, chamados de micelas. A

natureza anfifilica dos detergentes ndo-idnicos pode ser expressa em termos do balanco entre
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as fracdes hidrofilica e hidrofébica da molécula (HLB). De acordo com a escala empirica
proposta por Griffin (1949), quanto menor o valor de HLB mais lipofilico é o composto e
quanto maior o nimero, mais hidrofilico. O valor de HLB € calculado a partir da razdo molar
entre a por¢ao hidrofilica e lipofilica da molécula x 20 (Ilevando a uma escala de valores de 0

a 20).

Tabela 1. Estrutura quimica e algumas propriedades fisico-quimicas dos detergentes TX-100 e
Brij 98 (MM=massa molar; CMC=concentra¢do micelar critica; HLB=balanco hidrofilico-
lipofilico). A fragdo hidrofilica dos detergentes esta assinalada em cinza.

CMC -
DETERGENTE MM (mM) HLB® ESTRUTURA QUIMICA
TX-100
(polioxietileno glicol 25 0,27° 13.5 o{\m
terc-otilfenil éter) 91
Brij 98
(polioxietileno 20-oleil 1150  0,025° 15.3 o
éter) Ik

"Sudbrack & cols. (2011); "Hait e Moulik (2001).

A estreita faixa de concentragdo em que as primeiras micelas sdo formadas é
chamada de concentracao micelar critica (CMC). A agregacdo em micelas € um evento que
ocorre abruptamente e as moléculas de detergentes adicionadas a uma solucdo que ja se
encontra na sua CMC sdo incorporadas nas micelas. No entanto, a ideia de formacgdo de
micelas como um processo abrupto ¢ um conceito que ndo pode ser generalizado, ja que
varios trabalhos tém descrito a formacio de agregados pré-micelares, durante o processo de
solubilizacdo de alguns detergentes (Schreier et al., 1978; Schreier et al., 2000; Sowmiya et
al., 2010).

Devido a essas propriedades, os detergente sdo capazes de interagir com
membranas, modificar suas propriedades e solubilizd-las. O processo de solubilizagdo pode
ser descrito em trés estdgios, conforme a razdo molar detergente/lipidio aumenta
(Lichtenberg, 1985). No estdgio I, as moléculas de detergente se inserem na bicamada, porém
ndo alteram a integridade da membrana. No estdgio II, € alcancado o limite de saturacdo e o
processo de solubilizagdo se inicia. Nessa fase, micelas coexistem com a bicamada.
Aumentando a concentracdo do detergente, todos os lipidios e proteinas encontram-se
solubilizados em micelas mistas (estdgio III). As propriedades dos lipidios e dos detergentes
envolvidos, bem como a fase e a composi¢do da membrana, influenciam o processo de

solubilizacao (Silvius, 2013).



30

[E @[ lipidios []proteinas|[ll detergente
Figura 5. Esquema de possiveis eventos envolvidos na interacio de detergente com

membranas bioldgicas. Os processos correspondem aos trés principais estdgios na
solubilizacdo: I - ligacdo do detergente a membrana; II - equilibrio do detergente entre micela
pura e membrana e inicio da solubilizacdo. III - Apds a saturagdo da membrana, moléculas do
detergente saem da membrana carregando componentes da membrana (lipidios e proteinas).
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2. Objetivos

Neste trabalho estudamos o mecanismo de solubilizacdo de membranas bioldgicas
por acdo de detergentes ndo idnicos e a obtengdo de DRMs (fracdes de membrana resistentes
a detergente), a fim de avangar os estudos sobre os mecanismos determinantes da associa¢do
entre os componentes das membranas bioldgicas, que levam a separagcdo lateral de fases.
Pretendemos assim, elucidar detalhes da interacdo entre detergentes e componentes de
membranas bioldgicas, de forma a contribuir com 0s avangos nas pesquisas sobre lipid rafts e

DRM:s.

2.1. Parte 1: Estudo da interacdo entre detergente e lipidios de membranas
eritrocitarias

O objetivo desta etapa foi avaliar o mecanismo de a¢do dos detergentes TX-100 e
Brij 98, na solubilizacdo de membranas eritrocitarias de humanos.

Objetivos especificos:

- Testar a incorporagdo (medidas da constante de associacdo e cinética) dos
detergentes TX-100 e Brij 98 em monocamadas de lipidios de membranas eritrocitarias;

- Testar o processo de solubilizacdo dos detergentes TX-100 e Brij 98 sobre
vesiculas gigantes, GUVs preparadas com lipidios extraidos de eritrocitos, avaliando a

solubilizacdo parcial e a separacdo lateral de fases dos lipidios.

2.2.Parte 2. Caracterizacio de membranas sinaptossomais resistentes a
detergentes

Nesta etapa o objetivo foi caracterizar fracdes de membranas sinaptossomais
resistentes aos detergentes TX-100 e Brij 98, e avaliar o efeito do detergente e sua relacdao
com os lipids rafts em sinaptossomas de cOrtex cerebral suino.

Objetivos especificos:

- Comparar a capacidade de diferentes ciclodextrinas, na extragdo de colesterol
das membranas sinaptossomais de cértex cerebral suino;

- Preparar DRMs dos membranas sinaptossomais de cérebro suino, por acdao do

TX-100 e Brij 98;
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- Determinar a composicdo lipidica (glicerofosfolipidios, esfingolipidios e
colesterol) e proteica (proteinas totais e SDS-page) das fracdes de membranas (DRMs)
sinaptossomais isoladas apds tratamento com TX-100 e Brij 98;

- Determinar a morfologia e tamanho das fragdes (DRMs) dos sinaptossomas de
cérebro porcino preparadas;

- Verificar a presenca do citoesqueleto e do marcador de lipid rafts flotilina, nos
DRMs dos sinaptossomas preparados;

- Determinar a fluidez da membrana de sinaptossoma e suas DRMs, através de

ressonancia paramagnética eletronica.
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3. Materiais e Métodos

Para alcancgar o objetivo, o trabalho foi dividido em duas etapas (Figura 6). Na
primeira parte, referente a interacdo entre detergentes € membrana eritrocitdria, as
metodologias utilizadas foram a construgdo de isotermas em monocamadas de Langmuir e
medidas de microscopia com vesiculas unilamelares gigantes (GUVs). Na segunda parte,
referente aos estudos com membranas sinaptossomais de cérebro de porco resistentes a
detergentes (DRMs), as metodologias utilizadas foram: quantificagdo de colesterol, fosfato,
proteinas totais e esfingomielina, eletroforese SDS-page, western blot (W. blot),
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC), microscopia eletronica de
transmissdo (MET), dynamic light scattering (DLS) e ressondncia paramagnética eletronica
(RPE). Os detergentes utilizados foram o TX-100 e Brij 98. Alguns experimentos foram

realizados com a membrana bioldgica intacta ou com a membrana com conteudo reduzido de

colesterol, retirado com uso de metil-B-ciclodextrina (MPCD) ou outra ciclodextrina,

especificada.
Eritrocito Membrana sinaptossomal
Membrana eritrocitaria MBCD
(ghosts) i
DRMs
Lipidios de ghosts ¢ SDS-PAGE
W. Blot
¢ Dosagens —» HPTLC
Monocamadas GUVs MET
de Langmuir RPE
DLS

Figura 6. Esquema simplificado das principais etapas metodolégicas desenvolvidas na tese.

3.1. Materiais
e 5-e¢ 16- doxil dcido estedrico (Sigma Aldrich®)
e Anticorpo anti-mouse (Rheabiotech)
e Anticorpo monoclonal anti-flotilina e anti-SNAP 25 (BD Biosciences®)
e Brij 98 (Sigma Aldrich®)
e Ciclodextrinas (Sigma Aldrich®)



34

Cloroférmio, metanol, 4cido acético e sais para preparo de tampdo (grau
espectroscopico analitico)

Glicose e sacarose (Sigma Aldrich®)

Lipidios: fosfolipidios de ovo (esfingomielina, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilserina), palmitoil-oleil-
fosfatidilcolina e colesterol (Avanti Polar Lipids)

Placas de cromatografia em camada delgada de alta resolucdo, HPTLC (J.T.
Baker®)

Rh-DPPE (di-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisamina rodamina B
sulfonil cloreto), (Avanti Polar Lipids)

TX-100 (Sigma Aldrich®)

3.2. Equipamentos
Agitador de tubos (Phoenix® AP56)
Banho — aquecimento e resfriamento (Quimis®)
Banho de ultrassom (Thornton T14®)
Centrifuga (MC 12 V, Thermo Scientific Sorval®)
Centrifuga tubos falcon (Quimis®)
Equipamento de monocamada (Minitrought®, KSV)
Espectrofotometro (Varian®, Modelo Cary 5)
Espectrometro de RPE (Bruker® BVT-2000)
Medidor de pH/Ions, modelo 300M (Analyser® Instrumentagdo Analitica)
Mini-Protean® Tetra Cell (Biorad®)
Microscopio eletronico de transmissao (Zeiss®, LEO 906)
Microscopio 6tico (Zeiss®, Axiovert 200)
Ultracentrifuga (Optima L series, Beckman Coulter®)
Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18)

Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments®)

3.3. Parte 1. Interacdo entre detergentes e lipidios de membranas

eritrocitarias
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3.3.1. Preparo das membranas eritrocitarias e ghosts

Neste trabalho utilizamos eritrécitos obtidos de sangue humano provenientes do
Hemocentro da UNICAMP a partir de bolsas de concentrado de hemécias com até 7 dias de
coleta e testes de sorologia negativa para chagas, sifilis, HIV, HBV e HCV.

Os eritrécitos foram ressuspensos em tampao fosfato (4 mM Na,HPO,, 1 mM
NaH,PO,, 154 mM NaCl, 4,5 mM KCl, pH 7,4) e centrifugados por 5 min a 1000 x g. Em
seguida, a suspensao foi filtrada em a-celulose/celulose microcristalina para isolar os
eritrécitos das plaquetas e leucdcitos (Beutler et al., 1976). A suspensdo de eritrécitos
purificada foi lavada por 3 vezes com tampao Tris-NaCl (25 mM de Tris e 150 mM de NaCl,
pH 7.4).

Para obtencao de ghosts (membrana plasmadtica isolada do contetdo intracelular),
os eritrocitos purificados foram diluidos 1:10 v:v em tampdo fosfato hipotonico (4 mM
Na,HPO,, 1 mM NaH,PO4, 0,5 mM EDTA, contendo 1 mM de inibidor de protease
fenilmetilsulfonilfldor, pH 8,0) a 4 °C, e centrifugados por 20 min a 26000 x g. O
sobrenadante foi aspirado e a lavagem foi repetida por, pelo menos, mais 4 vezes com o
mesmo procedimento, de acordo com Dodge & cols. (1963), resultando em amostras de
membranas livres de hemoglobina. Apds o isolamento das membranas, a amostra foi lavada
com tampao fosfato por 2 ou 3 vezes e o conteido de proteinas foi determinado (item 3.4.4).
As amostras de ghosts foram utilizadas imediatamente ou congeladas a -80 °C, para uso

futuro.

3.3.2. Extracao de lipidios

A extragdo dos lipidios das membranas foi realizada através do método de Folch
& cols. (1957)(1957)(1957)(1957)(1957)(1957)(1957). As membranas foram homogeneizadas
com uma mistura 8:4:3 de cloroférmio:metanol: amostra (v/v/v) por 1 hora, e depois
centrifugadas a 2000 g /Smin a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). As fases
foram separadas e o mesmo procedimento foi repetido por mais duas vezes com as duas fases.
Ao final, a fase inferior, enriquecida com a maioria dos lipidios (mais de 98%), foi coletada e
o cloroférmio evaporado, sob vdcuo. Os lipidios mais polares, gangliosidios e

fosfoinositidios, presentes na fase superior, ndo aparecem na fase inferior purificada.

3.3.3. Monocamadas de Langmuir
Monocamadas lipidicas sd@o preparadas em um aparato conhecido como cuba de

Langmuir (Figura 6Error! Reference source not found.). Este equipamento consiste em uma
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cuba, que contém uma solugdo aquosa (subfase) sobre a qual se organiza a monocamada, e
um par de barreiras mdveis que, a0 se movimentarem sobre a cuba, modificam a drea em que
a monocamada estd confinada. Um papel de filtro é o sensor que transmite a for¢a que exerce
a tensdo de superficie sobre seu contorno a uma balanga. A diferenca entre a tensao superficial
da dgua (yy) e a de qualquer interface (y) € equivalente a pressdo de superficie ().

A auséncia de impurezas na subfase e no solvente foi checada rotineiramente, para
que ndo houvesse aumento de pressdo superficial, ao comprimir. As monocamadas foram
preparadas espalhando-se os lipidios extraidos de ghosts em solucdo de cloroférmio e se
esperou por 5-15 minutos para assegurar a completa evaporacio do solvente, antes de iniciar a
compressdo. Procuramos partir de monocamadas em estado expandido ou, eventualmente,
com pressdes nunca superiores a 0,6 mN m™. A subfase foi preparada com dgua milli-Q. A
pressdo superficial () e a drea molecular (Az) foram monitoradas constantemente com o
Minitrought, KSV a temperatura ambiente (23 °C). Estes resultados foram conduzidos na
Universidade de Cérdoba, Argentina, em colaboragcdo com a Dra. Maria Angélica Perillo.
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Figura 7. Desenho esquematico da cuba de Langmuir, com moléculas anfifilicas na superficie
ar-dgua formando uma monocamada.

Experimentos de penetracdo do TX-100 e Brij 98 em monocamadas de lipidios de
ghosts foram realizados com area de superficie constante e a diferentes pressoes iniciais ().
TX-100 e Brij 98 foram injetados na subfase. Os valores de m foram registadas em fun¢do do
tempo até atingir um plateau (Tpay). Os valores de Am (AT = Tnax - mi), foram graficados
contra os T;. A intersec¢ao da linha, no eixo das abscissas, possibilitou determinar o maximo
valor de 7 para penetracao do detergente (Teyt-off)-

A cinética de incorporacdo dos detergentes nas monocamadas de lipidios de
ghosts foi analisada pela mudanca de pressdo (m) versus o tempo. Esse experimento foi
realizado com uma pressdo inicial de aproximadamente 35 mN/m (selecionado pela sua

proximidade com a pressdo de equilibrio das bicamadas lipidicas), variando-se a concentra¢ao
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de detergente (TX-100 ou Brij 98), préximo a CMC. As constantes de velocidade de adsorcao
(K,), desorcao (K,) e ligacdo (K,) foram determinadas (de Matos Alves Pinto et al., 2006).
Para isso, as variacOes de preedo, considerando Am (m; — 35 mN/m) versus o t (tempo apos

injecdo do detergente), foram analisadas de acordo com a seguinte equagao (1):

Amy = [1 —exp(—t/7)] (1)

onde Am pode ser determinado para cada concentragdo de detergente na subfase aquosa.

Desta forma, k, e k,; foram calculadas a partir da equagao (2):

1/t = 1/ky + k, [detergente] )

E, finalmente, o K, foi obtido de equacdo (3):

Ky = kq/ky 3)

3.3.4. Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs)

Preparo das vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

As GUVs de lipidios de ghosts, POPC ou POPC:SM:Col, foram preparadas por
eletroformacio (Angelova & Dimitrov, 1986). Uma aliquota de amostra de lipidios (16 uL de
uma solucdo a 2,5 mM de lipidios) diluidos em cloroférmio foi depositada em duas placas de
vidro condutor (recobertos por uma camada de FTO — 6xido de estanho dopado com fluor).
As placas de vidro foram seladas com um espacador de teflon entre elas; foi adicionada uma
solucdo de 0,2 M de sacarose e aplicado um campo elétrico de amplitude de 1 V e frequéncia
de 10 Hz por cerca de 1 hora. As vesiculas de lipidios de ghosts e as de POPC:SM:Col foram
crescidas a 50 °C, as vesiculas de POPC foram crescidas a temperatura ambiente (23 °C).
Finalmente, as GUVs foram diluidas 10 vezes em uma solucao isosmética de glicose, a fim de
aumentar o contraste Otico das vesiculas, durante a microscopia. Para visualizar o
comportamento de fases foi adicionado 1 mol% de marcador Rh-DPPE, juntamente com os

lipidios em cloroférmio.
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Microscopia otica das GUVs

A observacdo das GUVs foi feita no microscopio Zeiss Axiovert 200, do
Laboratério de Biomembranas — Unifesp em colaboracao com a Dra. Karin do Amaral Riske),
com objetivas de 10x, 20x, 40x e 63x. As GUVs foram observadas por contraste de fase ou
por microscopia de fluorescéncia. Para medidas por microscopia de fluorescéncia a
iluminacdo foi feita com uma lampada de mercurio HBO 103W e um conjunto de filtros
excitacdo em 540-552 nm e emissdo em 575-640 nm. As imagens foram captadas por uma
camera digital Zeiss AxioCam HSm controlada pelo software Zeiss AxioVision. As vesiculas
foram visualizadas por contraste de fase ou fluorescéncia, a temperatura ambiente (23 °C) ou
a37°C.

A adicao de detergentes nas GUVs, observada por microscopia Otica, foi feita por
injecdo de TX-100 e Brij 98 através de micropipetas de vidro com pontas de didmetro da
ordem de 10pm. As micropipetas foram manipuladas e o fluxo foi controlado para
visualizacdo das modificacdes membranares. Para controle do efeito de concentracdo do
detergente nas GUVs, foi realizado experimento de diluicdo (adicio de GUVs em uma

solucdo de detergente com concentracio conhecida) (Sudbrack et al., 2011).

34. Parte 2. Membranas sinaptossomais resistentes a detergentes

3.4.1. Preparo das membranas sinaptossomais

Os cérebros suinos (Sus scrofa) frescos foram obtidos do Frigar Abatedouro Ind. e
Com. de Conservas LTDA-ME, CNPJ n° 02.522.030/0001-93, registrado no Servi¢o de
Inspe¢do de Produtos de Origem Animal do Estado de Sdo Paulo (SISP) sob o n° 1015. A
utilizacdo de suinos oferece muitas vantagens em comparagdo com outros animais, como ratos
e camundongos, pois partilham semelhancas elevadas com os seres humanos, tanto genetica,
anatomica, quanto fisiologicamente (Chen et al., 2007).

Para obtengdo dos sinaptossomas a partir de cortex cerebral de suinos, todo o
processo foi realizado a 4° C. Os cérebros foram limpos, removendo-se as meninges, O
cerebelo e o encéfalo médio. O cortex cerebral foi fragmentado em pequenas porgdes,
contendo aproximadamente 2 grs, homogeneizado (em ultra turrax, 8000 rpm, 10 vezes por
10 segundos) em 5 mLs tampao Hepes (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, pH 7,4)
contendo 0,32 M sacarose (de forma a se obter um homogeneizado a 10% - w/v) e
centrifugado a 1000 x g por 10 min, para remocdo de debris. O sobrenadante foi transferido,

cuidadosamente, para um tubo de ultracentrifuga contendo tampdo Hepes com 1,2 M de
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sacarose, formando assim um gradiente descontinuo. Estes tubos foram centrifugados a
160,000 x g, por 15 min em rotor SW 41 (Beckman®). Apés esta centrifugacdo, os
sinaptossomas localizados na interface entre a solu¢cao de sacarose de 0,32 M e 1,2 M foram
diluidos em 4 mLs de tampiao Hepes contendo 0,32 M de sacarose e transferido,
cuidadosamente, para um tubo de ultracentrifuga contendo tampao Hepes com 0,8 M de
sacarose, formando assim um gradiente descontinuo e centrifugados novamente a 160,000 x g
por 15 min em rotor SW 41 (Beckman®) (Head et al., 2010). O pellet foi lisado em tampao
tris 3 mM, pH 8 contendo 1 mM de inibidor de protease (PMSF) e centrifugado a 31000 x g
por 15 min. O pellet, contendo as membranas sinaptossomais, foi homogeneizado em tampao
Hepes, centrifugado a 31000 x g por 15 min. Este pellet, contendo as membranas
sinaptossomais, foi ressuspenso em tampao Hepes e utilizado imediatamente ou armazenado a

80 °C (Jiang et al., 2010).

3.4.2. Remocio do colesterol das membranas sinaptossomais

Primeiramente foi realizado um teste para verificar a melhor ciclodextrina a ser
utilizada para reduzir o contetdo de colesterol das membranas sinaptossomais. Para este teste,
as membranas (1 mg de proteinas) foram ressuspensas em diferentes concentracdes de
MPBCD, hidroxi-propil-B-ciclodextrina (HPBCD) e B-ciclodextrina (BCD) e incubadas por 30
min a 37°C. Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes em tampdo Hepes e
centrifugadas para remocdo de complexos de MBCD-colesterol, HPBCD-colesterol e BCD-

colesterol.

3.4.3. Isolamento de DRMs de membranas sinaptossomais

As DRMs foram isoladas a partir de membranas sinaptossomais integras ou com
conteddo diminuido de colesterol (tratadas com 20 mM de MPBCD). As membranas
sinaptossomais, contendo 1 mg de proteinas, foram incubadas com 16 mM de TX-100 ou 8
mM de Brij 98, por 30 min a 4 °C ou 37 °C. Essa concentracdo equivale a 1 % de detergente.
Foi adicionado as amostras um volume igual de solugdo de sacarose 80 % (volume final de 40
% ou 1,2 M) em tampdao Hepes. Apds transferéncia das amostras para tubos de ultra
centrifuga, foram adicionadas, cuidadosamente, solu¢des de 30% (0,87 M) e 5% (0,15 M) de
sacarose de forma a se obter um gradiente descontinuo do dissacarideo. As amostras foram
entdo submetidas a ultracentrifugacdo a 22,500 x g, por 4 h a 4 °C. Ao fim do processo de
centrifugacdo as amostras foram recolhidas em dez fragdes (de 1 mL), a contar do inicio do

tubo (sacarose 5%).
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3.4.4. Caracterizacdo do conteuido total de proteinas, colesterol, fosfolipidios
e esfingolipidios.

O colesterol total das amostras foi quantificado por método
enzimatico/colorimétrico (kit #743051, Laborclin, Pinhais, Brazil) e as proteinas pelo método
colorimétrico baseado no dcido bicinconinico, BCA (Kit Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA), seguindo as instrugdes dos fabricantes. O fosfato foi dosado fotometricamente, pela

formacao de fosfomolibdato de amonio (Chen et al., 1956).

3.4.5. Eletroforese e Western Blot

As 10 fracdes recolhidas apds ultracentrifugacdo foram aplicadas em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-page) segundo método de Laemmli (1970). A
coloracdo dos géis foi feita com azul de Comassie. A identificacdo da massa molecular das
proteinas foi realizada por densitometria, através do programa GelScan V6.0 Analysis
Software (Bioscitec, Alemanha).

Para uma anélise especifica, as proteinas dos géis obtidos foram transferidas para
membranas de PVDF através do sistema de blot. Apds transferéncia das proteinas, a
membrana de PVDF foi incubada com tampao contendo albumina de soro bovino e deixada
overnight, a 4°C, com os anticorpos primadrios: anti flotilina-2 e anti SNAP-25. Em seguida a
membrana foi incubada com o respectivo anticorpo secundario por 1 h, seguida de diversas
lavagens. Ao final, para proceder a reagdo de quimioluminescéncia, foi utilizado o kit Super

Signal West Dura Chemiluminescent Substrate com revelacdo em filmes de raio X.

3.4.6. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

O diametro médio e a morfologia das membranas sinaptossomais € DRMs foram
determinados por microscopia eletronica de transmissdo (MET). A metodologia utilizada foi
uma adaptagdo de trabalho anterior (Zanchetta, 2009), e foram utilizadas grades de cobre 100
mesh cobertas com formvar/carbono (Electron Microsopy Sciences). Uma gota de amostra foi
aplicada sobre a tela, por 1 min. (para fixacdo das vesiculas sobre a grade). O material foi
contrastado com uma gota de acetato de uranila 1% (p/v) durante 5 seg., lavado com 4gua
destilada e seco com papel de filtro para obtencdo das imagens. A microscopia foi realizada
em colaboracio com a Dra. Camila Morais Gongalves da Silva do laboratério de

Biomembranas, Departamento de Bioquimica e Biologia Tecidual, Unicamp-SP.
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3.4.7. Determinacao do tamanho das vesiculas

O tamanho das vesiculas sinaptossomais e suas DRMs foi determinado através de
espalhamento de luz dindmico (dinamic light scattering, DLS) utilizando o instrumento
Zetasizer Nano-ZS, a temperatura de 20 °C e em cubetas de poliestireno (10 mm de caminho
optico). A viscosidade atribuida as DRMs foi de 1,54 mPa.s (Casadei, 2011). As medidas
foram realizadas em colaboracdo com as alunas de doutorado Verdnica Muniz Couto e

Viviane Aparecida Guilherme.

3.4.8. Cromatografia liquida em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC)

Inicialmente, os lipidios foram extraidos das membranas sinaptossomais e suas
DRMs conforme item 3.3.2. As amostras de lipidios extraidos foram, entio, secas e
ressuspensas em 50 pL de cloroférmio para andlise dos fosfolipidios. Os componentes
fosfolipidicos  foram  separados na placa de HPTLC usando a mistura
cloroférmio:etanol:dgua:trietilamina (35:35:7:35, v/v/v) (Fuchs et al., 2008). Ap6s borrifar as
placas com o reagente azul de molibdénio, os diferentes fosfolipidios foram visualizados
como bandas azuis (Toledo et al., 1995).

A quantificac¢do dos fosfolipidios foi feita pela andlise das imagens das placas de
HPTLC coradas com azul de molibdénio, comparando-as com padrdes conhecidos de lipidios
purificados (SM, PC, PE e PS, 1mg/mL), por densitometria das placas, utilizando o programa
Scion Image Beta 4.02 (Scion Corporation) (Toledo et al., 2004).

3.4.9. Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)
A ressonancia paramagnética eletronica (RPE) é uma técnica espectroscopica que
detecta espécies paramagnéticas. Para estudo de RPE em membranas é necessdrio a
incorporagdo de sondas (marcadores de spin) que possuem um elétron desemparelhado,
ausente nos lipidios e proteinas de membrana, e que orientam-se segundo seus momentos
magnéticos de spin na bicamada. Quando se aplica uma onda eletromagnética ressonante com
a precessdo do spin eletrOnico, ocorre absor¢do de energia e transicdo do estado de spin; a
energia absorvida (AE) é monitorada e convertida num espectro de RPE (Hemminga &
Lawrence, 2007).
Usando marcadores de spin como o radical nitréxido (Figura 8) covalentemente ligado
a acidos graxos ou fosfolipidios € possivel monitorar diferentes profundidades na bicamada
lipidica bem como os componentes da membrana (fosfolipidios, colesterol ou proteinas) e

assim, obter informag¢des, ao nivel molecular, da organizacdo e dinamica dessas moléculas.
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Pode-se também determinar algumas propriedades fisicas das membranas, como a presenca
de fase L4 ou L, (Gennaro et al., 1996; Koter et al., 2004; Swamy et al., 2006; Subczynski et
al., 2009; Mainali et al., 2012).

As amostras de membranas foram adicionadas a tubos contendo um filme de
marcadores de spin do tipo nitréxido-dcido estedrico (5- ou 16-SASL, Figura 8), capazes de
monitorar diferentes profundidades da bicamada lipidica (Figura 9) A concentracdo final de
marcador de spin foi de aproximadamente 1 mol% (em relacdo a concentracdo lipidica); as

amostras foram incubadas por 30 min, a 37 °C.

Figura 8. Estruturas quimicas dos marcadores de spin contendo o grupo paramagnético
nitréxido: 5-doxil-estedrico (5-SASL) e 16-doxil acido estearico (16-SASL).

Figura 9. Desenho esquematico da inser¢do de marcadores de spin (5 e 16-SASL) em
bicamadas lipidicas, destacando (em vermelho) a regido da bicamada monitorada por eles.

Através dos espectros dos marcadores 5-SASL intercalados nas bicamadas foi
determinado o parametro de ordem, S, que reflete a amplitude angular do movimento
anisotropico da molécula marcada e a orientagdo (do marcador SASL e, indiretamente, dos
lipidios da membrana em relacio ao plano da bicamada), de acordo com (Hubbell &
McConnell, 1971):

A/ — A+
S =
Azz_ (1/2)(Axx+ Ayy)

“4)

onde, A// e AL referem-se aos desdobramentos hiperfinos maximo e minimo,
respectivamente, correspondentes aos marcadores orientados com seus eixos longos

moleculares de forma paralela e perpendicular, respectivamente, em relacdo ao campo
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magnético externo (Figura 10A). Ja os valores de A, A e Ay, (32, 6 e 6 gauss,
respectivamente) correspondem aos principais componentes do tensor hiperfino do radical
nitréxido, determinados em baixissima temperatura estando o radical nitréxido totalmente
imobilizado, isto é, perfeitamente orientado em relacdo ao campo magnético.

Os valores de S variam de O (sistemas isotropicos) e 1 (sistemas perfeitamente
orientados, como determinado em ultra baixas temperaturas). Para amostras com grande
anisotropia, ou quando nao foi possivel determinar o desdobramento minimo, o parametro de
andlise utilizado foi o maximo desdobramento hiperfino (2A.x). Este parametro empirico
aumenta de acordo com a viscosidade e empacotamento lipidico da amostra (Duarte et al.,
2008).

Os espectros dos marcadores 16-SASL, por apresentarem baixa resolucao dos extremos
externos e internos nas medidas realizadas a alta temperatura (37 °C), foram analisados pelo
parametro empirico h,i/hg, refletindo a razdo das alturas dos picos de campo baixo e médio
(Figura 10B). Quanto mais anisotrépico o movimento do marcador incorporado na membrana,
mais alargadas as linhas espectrais e consequentemente, maior € a diferenca entre as alturas
dos picos de campo baixo (h;;) e médio (hy); igualmente, quanto menor a organizagdo no
ambiente ao redor da sonda, maiores as razdes h,;/hy (Duarte et al., 2008).

As medidas de RPE foram conduzidas no Instituto de Fisica da USP, Laboratério de
Biofisica, em colaboracdo com a Dra. Maria Teresa Lamy e apoio técnico-cientifico do Dr.
Evandro Luis Duarte, em espectrometro Bruker EMX em banda-X operando em frequéncia de

10 GHz.
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Figura 10. Espectro de RPE do marcador 5-SASL (A) e 16-SASL (B) em membranas
eritrocitarias, evidenciando as medidas dos parametros especiais (2A// e 2A1 e h,/hy).
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3.4.10. Analises estatisticas

As andlises estatisticas realizadas compreenderam o teste T de Student que visa
comparar diferencas entre duas amostras avaliadas. Em todas as andlises realizadas
considerou-se p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05 e p > 0,05. O nivel de significincia com
distribuicdo normal foi de 5%. O software utilizado foi o Origin 6.0 (Microcal TM Software

Inc., EUA).
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4. Resultados e Discussao

Na parte 1 descrevemos os resultados obtidos sobre a interacdo dos detergentes
TX-100 e Brij 98 com a membrana eritrocitdria, através de testes em monocamadas e com
vesiculas unilamelares gigantes (GUVs). As monocamadas e as GUVs, formadas com lipidios
extraidos de ghosts eritrocitarios forneceram informacdes sobre o processo de solubilizacao
induzido por detergentes e, apesar de serem um modelo simplificado da membrana
eritrocitaria, pois as proteinas estdo ausentes e hd perda da assimetria lipidica, elas mantém a
complexa composic¢ao lipidica da membrana eritrocitéria.

Na parte 2 isolamos e caracterizamos membranas sinaptossomais de cortex
cerebral suino, testamos a eficiéncia de diferentes ciclodextrinas em reduzir o contetido de
colesterol das mesmas e caracterizamos as membranas sinaptossomais, integras ou com
conteudo reduzido de colesterol, quanto a resisténcia a solubiliza¢do por TX-100 e Brij 98,

em duas temperaturas, 4 e 37 °C.
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4.1. Parte 1. Interacdo entre detergentes e lipidios de membranas

eritrocitarias

4.1.1. Medidas de isotermas de pressido na interface ar-agua

Nas bicamadas, o grau de empacotamento e a mobilidade de seus componentes
moleculares, assim como a topologia de sua superficie definem, de maneira conjunta, a
organizacdo do sistema. No caso de sistemas tridimensionais, como, por exemplo, o0s
lipossomas (modelo cldssico de biomembranas) estas propriedades se afetam mutuamente.
Em consequéncia, efeitos sobre o grau de empacotamento ou sobre a curvatura das
membranas induzidos, por exemplo, pela associagdo de moléculas, ndo podem ser separados.
De maneira diversa, o uso de moléculas anfifilicas em monocamadas auto-organizadas na
superficie ar-dgua (filmes de Langmuir) permite manter uma topologia plana constante € um
grau de empacotamento molecular controlado (Gaines, 1966) e constitui um excelente modelo
para o estudo da interacdo detergente-membrana. No entanto, a maioria desses estudos &
realizada a partir de membranas modelo compostas de fosfatidilcolina (PC), esfingomielina
(SM) e colesterol (Col) e nao leva em conta a presenca de outros lipidios (Li et al., 2001;
Fontaine et al., 2007; Abi-Rizk & Besson, 2008). Assim, nesta etapa analisamos o efeito de
detergentes nas propriedades mecanicas de monocamadas de lipidios extraidos de ghosts de
eritrécitos, através dos estudos de penetracao (adsorcdo, desorcdo e constante de ligacdo) e da
cinética de incorporacdo dos detergentes TX-100 e Brij 98, por isotermas de pressdo na

interface ar-agua.

Penetraciao de TX-100 e Brij 98 em monocamadas de lipidios extraidos de
ghosts

Inicialmente, preparamos monocamadas de lipidios extraidos de ghosts em
balanca de Langmuir, na interface ar-agua. A pressao superficial inicial (m;) foi variada entre 0
(sem lipidio) e 40 mN/m, a temperatura ambiente (23 °C). Os detergentes foram adicionados
cuidadosamente a subfase aquosa e a diferenca na pressdo (Am) superficial foi determinada em
relacdo a pressdo maxima conseguida com cada m; € uma concentrag@o fixa de detergente na
subfase (Figura 11). O valor da méxima m que permite a penetracao (Tcu.ofr) reflete a
habilidade do detergente em superar a resisténcia imposta pela monocamada, bem como a
estabilidade da monocamada lipidio-detergente formada. A pressdao mdxima foi atingida

instantaneamente, logo apos a inser¢do dos detergentes (tempo O s), e foi mantida constante
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durante os 30 min (1800 s) de experimento. Isso € um comportamento comumente observado
na particdo de moléculas anfifilicas (Lichtenberg et al., 2013).

A penetragdo de ambos detergentes nas monocamadas diminuiu com o aumento
da pressao superficial inicial da monocamada (Figura 11A e B), indicando uma resisténcia da
monocamada a incorporacdo do detergente, pelo maior empacotamento das moléculas
lipidicas, com o aumento da pressao superficial. O ¢y off foi de 45 € 51 mN/m (p < 0,01, test

T de Student) para TX-100 e Brij 98, respectivamente, em monocamadas de lipidios de ghosts

(Figura 11C e D).
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Figura 11. Efeito da injecdo de 1 mM de detergente na subfase abaixo das monocamadas de
lipidios extraidos de ghosts de eritrocitos, submetidos a diferentes pressdes iniciais de
superficie lateral, na interface ar-dgua. A e B mostram a variacdo de pressao superficial em
funcdo do tempo para TX-100 e Brij 98, respectivamente. C e D se referem a mudanga de
pressao lateral de superficie apds injecdo de detergente TX-100 e Brij 98, respectivamente,
em funcdo da pressdo inicial (Ami=Timax - mi). Os valores de Teyoff representam a méixima
pressdo superficial que permite a penetracio de detergente na monocamada. (n=3).

O efeito do TX-100 na pressdo superficial foi maior do que a do Brij 98, como

indicado pelo valor da pressao lateral atingido em m; = 0 (Figura 11C e D). Visto que o Brij 98



48

€ mais hidrofilico (sua por¢do polar tem o dobro de unidades de polioxietileno que o TX-100,
Tabela 1), esperdvamos que sua inser¢do na interface plana fosse menos favorecida que a do
TX-100. Pelo contrério, em m; > 0, observamos uma inser¢ao mais favordavel do Brij 98 sobre
o TX-100, como mostrado pelos valores de mcuof, 0 que pode indicar um possivel
impedimento estérico a inser¢do do TX-100 entre os lipidios, conferido pelo seu anel
benzénico na interface polar-apolar da molécula (Tabela 1). Isso poderia explicar o maior
potencial litico do Brij 98 sobre o TX-100, revelado em ensaios de hemdlise quantitativa
(Casadei, 2011), em que o Brij 98 causou hemdlise em razdo molar detergente:lipidio (0,18)

inferior a do TX-100 (1,58).

Cinética de incorporaciao

A cinética de incorporacao dos detergentes TX-100 e Brij 98 em monocamadas de
lipidios de ghosts foi estudada também pela variacdo da pressdo (m) versus o tempo (s)
(Figura 12). As concentracdoes de detergentes utilizadas estdo proximas a CMC dos
detergentes estudados (Tabela 1). A pressao inicial (7;) da monocamada (camada adsorvente)
foi de aproximadamente 35 mN/m, que corresponde ao valor médio da pressdo superficial
encontrada em membranas bioldgicas (Marsh, 1996).

Na presenga de detergente, a m; aumenta para pressdes superiores a 42 mN/m e 46
mN/m para TX-100 e Brij 98, respectivamente, valores proximos ao Teyeoff (Figura 11). As
constantes de velocidade dos processos de adsorcdo (K,) e desorcao (K,) e a constante de

ligacdo (K}) dos detergentes nas monocamadas de ghosts foram determinadas (Tabela 2).
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Figura 12. Cinética de incorporacdo de diferentes concentra¢des de TX-100 (A) e Brij 98 B)
em monocamadas de lipidios extraidos de ghosts na interface ar-agua, a 22 °C.
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Tabela 2. Parametros termodinidmicos (constantes de adsorcdo, desor¢do e de ligagdo),
determinados a partir das medidas de cinética de incorporagdo dos detergentes TX-100 e Brij
98 em monocamadas de lipidios de ghosts.

TX-100 Brij 98
K, (M™.s™) 452,03 253,59
Kq(s™) 0,06 0,02
K, (.10* M) 0,75 1,25

O TX-100 apresentou valores maiores de K, e K; e valores menores de K, em
relacdo ao Brij 98. TX-100 mostra uma associagdo aparente mais rapida (possivelmente por
seu maior volume na regido hidrofébica que induz uma maior deformacido na monocamada) e
dissociagdo também mais rdpida, possivelmente devido a uma menor superficie, capaz de
estabiliza-lo na interface através de forcas de Van der Walls.

Os valores de K, determinados (Tabela 2) para o Brij 98 evidenciam a alta
afinidade desse detergente pela monocamada lipidica, sendo que pequenas quantidades de
Brij 98 ja sdo suficientes para atingir a pressdo maxima, explicando o seu grande potencial
litico (Casadei, 2011).

Além disso, os valores de K, em monocamadas, determinados na Tabela 2 (K=
7500 e 12500 M para TX-100 e Brij 98, respectivamente) guardam boa correlacio com os
valores de constante de ligagdo determinados em eritrdcitos integros (5900 M e 22300,
respectivamente, Casadei, 2011), isto €, na presenca de proteinas.

As propriedades agregativas dos detergentes tém sido consideradas um fator
extremamente relevante na solubilizacio de membranas (Lichtenberg, 1985; Heerklotz &
Seelig, 2000; Lichtenberg et al., 2000; Schreier et al., 2000; Domingues et al., 2008). No
modelo proposto por Lichtenberg & cols. (2000), a solubilizacdo envolve um ntimero de
estdgios intermedidrios, iniciando-se pela desestabilizacdo dos componentes lipidicos da
membrana, em concentragdes do detergente abaixo da CMC e culminando na ruptura total
dessa, em concentragcdes proximas a CMC (como representado na Figura 5), de forma que
quanto menor a CMC maior o potencial de solubilizacdo. A CMC do Brij 98 € 10 vezes menor
que a do TX-100. Além disso, Sowmiya & cols (2010) verificaram que a micelizacio do Brij
98 ¢ precedida pela formagdao de pequenos agregados, conhecidos como agregados pré-
micelares. A existéncia desses agregados pré-micelares poderia também favorecer a interagao
detergente-membrana, mesmo em concentracdes baixas, o que explica o fato de Brij 98 atingir

a maxima pressao, mesmo em concentracdes abaixo da CMC.
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4.2.2. Acao de TX-100 e Brij 98 em GUVs de membranas eritrocitarias

Como relatado acima, em estudos anteriores de nosso grupo avaliamos o efeito
dos detergentes TX-100 e Brij 98 na membrana eritrocitdria através de testes hemoliticos
quantitativos (Casadei, 2011) e de caracterizacio de DRMs em diferentes temperaturas e
conteddo de colesterol na membrana (Domingues et al., 2009; 2010 Casadei et al, 2014a).
Esses trabalhos demonstraram que DRMs preparadas a partir de TX-100 apresentaram alto
contetiido de colesterol e esfingomielinas e, também, medidas de RPE evidenciaram aumento
do parametro de ordem nos DRMs obtidos por acdo do TX-100, indicando a formagao de fase
L,, caracteristica dos lipid rafts. J& as DRMs de Brij 98, apesar de ricas em colesterol,
apresentaram baixo conteddo de esfingomielina e maior conteido de fosfatidiletanolamina
(presente na monocamada interna da membrana eritrocitdria), ndo evidenciando alteracao
significativa no parametro de ordem, em relagdo a membrana integra.

Decidimos, entdo, investigar o efeito dos detergentes em membranas por
microscopia 6tica a fim de elucidar o mecanismo de solubilizacdo e separacdo de fases.
Medidas com vesiculas unilamelares gigantes (GUV) associadas a microscopia de
fluorescéncia em lipossomas permitem observar modificagdes na distribui¢do de lipidios em
fase Lge L, evidenciando a separacdo de fases nessas membranas modelo (Tamba et al., 2004;
Staneva et al., 2005; Sudbrack et al., 2011). As GUVs preparadas por eletroformacio foram
descritas pela primeira vez em 1986, por Angelova & Dimitrov. Dada as dimensdes das
GUVs € possivel observar, através de microscopia Otica, mudancas em sua forma provocadas
pela solubilizagcdo por detergentes e, com sondas fluorescentes, determinar a separacao lateral
de fases.

Preparamos, inicialmente, GUVs de lipidios extraidos de eritrécitos (eritro-GUVs)
e observamos o efeito da adi¢cdo de TX-100 e Brij 98 nessas vesiculas, através de microscopia
de contraste de fases (Casadei, 2014a). Numa segunda abordagem, mais quantitativa,
comparamos o efeito do TX-100 em eritro-GUVs e GUVs preparadas com os lipidios
palmitoil-oleil-fosfatidilcolina:esfingomielina:colesterol (POPC:SM:Col) que mimetizam a

composic¢ao lipidica das eritro-GUVs (Casadei et al., 2014b).

Interacio especifica do TX-100 com eritro-GUVs
Inicialmente, uma solucio de 5 mM de TX-100 foi injetada, com uma
micropipeta, diretamente nas eritro-GUVs marcadas com a sonda fluorescente Rh-DPPE, e as

modificagdes foram observadas através de microscopia 6tica de fluorescéncia (Figura 13). O
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marcador Rh-DPPE € conhecido por particionar preferencialmente na fase Ly (Bagatolli,
2003; Baumgart et al., 2003).

Antes do contato com TX-100, todas as GUVs apresentaram uma fluorescéncia
homogénea, confirmando a ndo existéncia de separagcdo de fases, evidenciada nas medidas de
microscopia 6tica. Depois disso, iniciamos a injecao de TX-100. Inicialmente, apds a injecdo
de TX-100, observamos a formacdo de dominios circulares, enriquecidos em Rh-DPPE e,
logo apds, os dominios coalesceram e as duas fases foram completamente separadas (Figura
13). Esse resultado mostrou que o TX-100 foi capaz de separar e coalescer dominios e,
posteriormente, solubilizar a fase Ly. Apds todo esse processo, restou uma GUV com menor

contraste de fase, menor diametro, sem fluorescéncia e completamente insolivel ao TX-100.

 —

Figura 13. Sequéncia de tempos registrada durante a inje¢cdo de 5 mM de TX-100 em eritro-
GUVs, observadas por microscopia de fluorescéncia. A barra de escala indica 10 um. Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

A partir desse resultado inicial, investigamos qual a concentracdo de TX-100
causaria este efeito, visto que a concentracdo de TX-100 poderia variar com fluxo da
micropipeta (Sudbrack et al., 2011), no experimento acima. Para isso, adicionamos uma
suspencgdo de eritro-GUVs em uma solugdao de TX-100 de concentragdo conhecida e préxima
a sua CMC (Tabela 1).

Quando as eritro-GUVs foram expostas a 0,2 mM de TX-100 (abaixo da CMC),
observamos apenas a formacao e coalescéncia de dominios, sem solubiliza¢do das vesiculas.
Quando adicionamos GUVs a uma soluc¢do de 0,3 mM de TX-100 (préximo a CMC), os
dominios se formaram e coalesceram, seguindo-se a separacdo e solubilizacdo da fase fluida,
(Figura 14). Em solugdes a 0,4 mM, o TX-100 causou imediata formacdo, coalescéncia,
separacdo e solubilizacdo da fase fluida. Apds poucos segundos, apenas a fase L, pode ser
observada. Em concentragdes maiores que 0,4 mM de TX-100, o mesmo efeito foi observado,
porém em velocidades maiores. Em concentra¢des menores que 0,2 mM, somente a separacao

de fase foi promovida (Casadei et al., 2014).
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Figura 14. Registro de micrografias obtidas ao longo do tempo, apés a adi¢do de 0,3 mM de
TX-100 em eritro-GUVs (imagens de 0 a 35 s), por microscopia de fluorescéncia e contraste
de fase (imagem de 35 s, a direita). A barra de escala indica 10 um. Os experimentos foram
realizados a temperatura ambiente.

Em GUVs de POPC, demonstrou-se que a insercao de TX-100 em concentragdes
acima de 0,18 mM, promove o aumento do didmetro, flutuacdo, abertura de poros e
solubilizacdo total da vesicula (Sudbrack et al., 2011). Nas eritro-GUVs, apenas
concentracdes proximas e acima a CMC, 0,27 mM, foram capazes de solubilizar parcialmente
a membrana; € em nenhuma concentracdo acima da CMC foi observada solubilizacdo
completa das eritro-GUVs. Assim, nosso resultados indicam que a inser¢do de TX-100 em
eritro-GUVs € menos favorecida do que em GUVs de POPC. Ahyayauch & cols. (2009)
demostraram, em vesiculas miméticas, que a associacdo de SM e Col produz uma resisténcia
a solubilizacdo por TX-100. A membrana eritrocitaria, em relacdo aos lipidios totais, €
composta por cerca de 45 mol% de colesterol, 19 mol% de PC, 17 mol% de SM, 17 mol% de
PE, 11 mol% de PS e 1 mol% de PI (Leidl et al., 2008), sendo assim, a associacdo entre o Col
e a SM justificaria a solubiliza¢do parcial de TX-100. Entdo, para verificar a solubilizacdo
parcial, preparamos GUVs compostas de POPC:SM:Col na razdo molar de 2:1:2, como
modelo biomimético da membrana eritrocitaria. Para chegar nessa razao de POPC, somamos
o conteudo dos principais glicerofosfolipidios (PC, PE e PS) e aproximamos os valores.

O processo de solubilizacdo através da injecdo de 5 mM TX-100 nas GUVs
miméticas, a 23 °C, seguiu sequéncia de eventos semelhante ao descrito para as eritro-GUVs.
Inicialmente as GUVs eram homogéneas, sem separacdo de fase. Apds o contato com TX-
100, ocorreu a formagdo e coalescéncia de dominios até a separacdo e completa solubilizacio
da fase L4, permanecendo uma fracdo insolivel (L,), ndo fluorescente. No entanto, a

temperatura poderia afetar a solubilizacdo parcial, visto que a composi¢do de DRMs ¢é
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sensivel a temperatura, como comprovam diversos estudos com DRMs preparados a 4 °C
(protocolo classico) e 37 °C, temperatura fisiolégica (Schuck et al., 2003; Delaunay et al.,
2008b; Domingues et al., 2010; Casadei et al., 2014a). Assim, decidimos explorar o efeito do
aumento da temperatura (37 °C) na solubiliza¢do das GUV. Experimentos a 4 °C nao puderam
ser realizados devido a condensacdo da &4gua no porta amostra do microscopio. Nos
experimentos a 37 °C, basicamente, a mesma sequéncia de eventos foi observada nas eritro-
GUVs e nas GUVs miméticas: inicialmente as GUVs eram homogéneas, porém apds contato
com TX-100 ocorreu a formagao, coalescéncia, separagao até a completa solubiliza¢do da fase
Lg4; no entanto a fracdo solubilizada foi maior do que a observada na temperatura ambiente (23
°C). Este resultado pode refletir a maior solubilizagdo de esfingomielinas, cuja a temperatura
de transi¢do de fase € cerca de 40 °C (Wolf et al., 2001).

Além de Ahyayauch & cols. (2009), diversos trabalhos na literatura (Heerklotz,
2002; Garner et al., 2008) mostram que o TX-100 solubiliza seletivamente a fase L4, deixando
a fase L, intacta, sugerindo uma solubilizacdo preferencial de PC. Na Figura 15 mostramos
que, para as GUVs solubilizadas a temperatura ambiente, cerca de 1/3 da vesicula foi
solubilizada enquanto 2/3 permaneceu insolivel (razdo calculada por Xipsoliver =
(DdepoiS/Dames)z, onde Dyepois € Dantes referem-se aos didmetros das vesiculas antes e depois da
solubilizacdo, respectivamente). As fragdes de eritro-GUVs e GUVs miméticas insoldveis ao
TX-100 a temperatura ambiente e a 37 °C foram bastante semelhantes: 0,65-0,68 na
temperatura ambiente e 0,56-0,53 em 37 °C (Figura 15A).

Assumindo valores para a area ocupada pelo lipidio (Maulik et al., 1991; Hofséss
et al., 2003; Bezlyepkina et al., 2013) de: 63 A* para POPC na presenca de 40 mol% de
colesterol (antes do contato com TX-100) ou 70 A? quando na fase Ly (apds contato com TX-
100) e de 55 A? para SM (antes do contato) ou 51 A? apo6s contato com TX-100 e de 27 A?
para o colesterol, a area minima proposta para a vesicula 2:1:2 seria de 126:51:54 A
(POPC:SM:Col) e a drea minima total seria de 231 A% Se 1/3 da vesicula foi solubilizada
(correspondendo a uma diminuicio de 77 A®) e considerando que apenas o POPC foi
solubilizado, a composi¢ao proposta para a fragdo insoldvel a temperatura ambiente seria de
0,8:1:2 POPC:SM:Col.

Para testar essa hipétese, 5 mM de TX-100 foram injetados em GUVs de 0,8:1:2,
POPC:SM:Col. De fato, nenhum efeito foi observado (como formag¢do de dominios,
solubilizacdo parcial ou perda de contraste) nestas vesiculas. Uma outra composicao foi ainda
testada, a 1:1:2 POPC:SM:Col. A fragdao insoluvel medida com vesiculas com esta

composi¢do lipidica foi de 0,91, um valor intermedidrio entre as GUVs 2:1:2 e 0,8:1:2. Neste
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caso, considerando a drea dos lipidios (utilizando o mesmo raciocinio descrito acima) o
resultado da fracdo insolidvel seria 0,8:1:2, validando a hipétese de que essa composi¢cao é
insoluvel e representa as DRMs a 23 °C. A dependéncia da Xjsavel COm a composicdo da
membrana a 23 °C € mostrada na Figura 15B.

Apesar de essas GUVs constituirem um modelo bastante simplificado de
membrana bioldgica, devido a auséncia de proteinas, elas permitiram visualizar, pela primeira
vez, a acdo de TX-100 em membranas bioldgicas e miméticas. O TX-100 perturbou e
promoveu a separagdo de dominios nas membranas, afetando a distribuicdo lateral dos
lipidios. Além disso, mais uma vez pudemos demostrar a resisténcia da associacdo de SM e

Col a acdo do TX-100.
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tratamento com TX-100. A) Fracdo insolivel (Xipsolavel) de eritro-GUVs (preto) e de GUVs
2:1:2 (vermelho) a temperatura ambiente (23 °C, esquerda) e a 37 °C (direita). B) Variacdo de
Xinsolivel das GUVs de lipidios de ghosts (preto), GUVs 2:1:2 (vermelho), GUVs 1:1:2 (azul) e
GUVs 0,8:1:2 (verde), a temperatura ambiente.

Interacio do detergente Brij 98 com GUVs de eritrdcito

A acdo do detergente Brij 98 em eritro-GUVs também foi visualizada através de
microscopia Otica. Inicialmente, as eritro-GUVs foram adicionadas a uma solugdo de 0,1 mM
de Brij 98 (acima da CMC deste - Tabela 1) e visualizadas por microscopia 6tica de contraste
de fases. Apos o contato, diferentemente do encontrado por TX-100, todas as GUVs
observadas foram desestabilizadas e reestruturadas em pequenas vesiculas (Figura 16). Nao
fica claro, pelas imagens, se houve uma solubiliza¢do parcial das vesiculas. O mesmo efeito
foi observado em concentragdes menores (0,25 mM, préximas a CMC) e maiores (até 5 mM)
do Brij 98. Neste caso, ndo foi possivel seguir o processo completo de solubilizagdo causado

pelo Brij 98, devido a ruptura abrupta das GUVs.
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Figura 16. Registro de micrografias obtidas ao longo do tempo apds injecao de 0,1 mM de
Brij 98 em GUVs de lipidios de ghosts a temperatura ambiente, por microscopia Gtica de
contraste de fase. A barra de escala indica 10 um.

Em trabalho anterior (Casadei et al, 2014a), observamos que DRMs de eritrdcitos
preparadas a partir de Brij 98 apresentaram uma composicao lipidica muito parecida com a
composicdo da membrana intacta, diferentemente das DRMs de TX-100, que possuiam altas
concentracdes de colesterol, SM e PC. Certamente o Brij 98 se insere diferentemente na
bicamada lipidica, em relacio ao TX-100. E possivel que, pelo tamanho da sua cabeca polar, o
Brij 98 se insira apenas na monocamada externa, desestabilizando e rearranjando a vesicula
em pequenas particulas. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para que se possa
estabelecer, inequivocamente, o mecanismo de solubilizacdo induzido pelo Brij 98 em

vesiculas contendo PC, PE, PS, SM e col.
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4.3. Parte 2. Membranas sinaptossomais resistentes a detergentes

De uma maneira similar aos métodos utilizados para obtencdo de organelas
subcelulares, as fracdes enriquecidas em sinaptossomais de cérebro de porco foram isoladas
por centrifugacdo diferencial em gradiente de sacarose, de acordo com o método de Head &
cols. (2010). Com essas fragdes, as membranas sinaptossomais foram obtidas através de uma
lise hipésmotica, como descrito por Jiang & cols. (2010). As membranas sinaptossomais
foram inspecionadas morfologicamente, por meio de microscopia eletronica de transmissao
para verificar seu resselamento, assim como morfologia (Figura 17). Os resultados obtidos
mostram que os sinaptossomas sdo estruturas esféricas e, aparentemente, sem nenhum
contetido intracelular. Medidas de espalhamento de luz dindmico mostraram que o didmetro
médio das vesiculas sinaptossomais € de 461,1 47,8 nm.

Esse tamanho esta em acordo com o encontrado por Kolomiytseva & cols. (2008),

para membranas sinaptossomais isoladas a partir do cértex cerebral de esquilo, e Dunkley e

cols. (2008), para sinaptossomas isolados a partir do cértex cerebral de ratos (~ 400 nm).

A. B.

Figura 17. Microscopias eletrOnicas de transmissdo de sinaptossomas de cortex suino.
Aumento de 77.500 (A) e 60.000x (B).

As membranas sinaptossomais tém uma alta razdo colesterol/proteinas (0,78
pug/ug), o que indica uma membrana altamente especializada, como demonstrado por Cubi &
cols. (2010) e Teixeira & cols. (2012). Além disso, em relacdo aos lipidios totais, a propor¢ao
de de colesterol ¢ de 42 mol%, similar a encontrada para outras membranas bioldgicas
(Yeagle, 2012).

Medidas de eletroforese em SDS-page foram realizadas para identificar as
proteinas presentes na membrana sinaptossomal isolada de cérebro de porco. Através do perfil
eletroforético, observamos bandas de proteinas do citoesqueleto similares a espectrina,

proteina 4.1, tubulina e actina. Através de andlise especifica de proteinas (western blot),
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identificamos as proteinas SNAP 25 (proteinas pré-sinapticas) e flotilina. Estes resultados

estdo descritos no item 4.3.4.

4.3.2. Reduciao do contetido de colesterol das membranas sinaptossomais

por acao de ciclodextrinas

B-ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por 7 unidade de D-(+)-
glicopiranose unidas através de ligagdes a-1,4 e que assumem forma assemelhada a um cone,
com uma cavidade de ~ 7,9 A de profundidade (Zidovetzki & Levitan, 2007). As B-
ciclodextrinas sao frequentemente utilizadas para remover o colesterol de membranas
bioldgicas (Somogyi et al., 2006; Domingues et al., 2010; Teixeira et al., 2012; Turina et al.,
2012; Casadei et al., 2014a), porém elas também podem remover proteinas e outros
componentes lipidicos das membranas (Zidovetzki & Levitan, 2007; Huang & London,
2013). Comparamos o efeito da p-ciclodextrinas (BCD) e suas derivadas: metil-p-
ciclodextrina (MBCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), quanto a sua capacidade de
remover os componentes da membrana (colesterol, fosfolipidio, esfingomielina e proteina),
bem como medimos a fluidez da bicamada lipidica resultante, através de medidas de RPE. A
concentracdo mdaxima de ciclodextrina utilizada foi de 50 mM (limite de insolubilidade da
BCD, em pH 7,4.

O perfil da capacidade de remocao do colesterol da membrana sinaptossomal
encontrado foi MBCD > BCD > HPBCD, sendo que, com 50 mM de ciclodextrina a remocao
foi de 86, 46 e 36 %, respectivamente, do colesterol total da membrana (Figura 18A). A BCD
apresentou uma alta capacidade em remover proteinas (removeu 53 %, com 50 mM, Figura
18D), enquanto a HPBCD ndo foi muito eficiente em remover nenhum dos componentes de
membrana testados (colesterol, fosfolipidio, esfingomielina e proteina). A MBCD se
apresentou mais eficiente em remover o colesterol; no entanto, em concentragcdes acima de 20

mM ela também induziu remocao de proteinas, fosfolipidios e esfingomiliena (Figura 18).
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Figura 18. Efeito de diferentes concentragdes de MBCD, HPBCD e BCD no contetdo total de

colesterol (A), fosfolipidio (B), esfingomielina (C) e proteina (D) da membrana sinaptossomal
(n=3).

Estes dados foram observados pela primeira vez para membranas sinaptossomais.
Alguns autores ja descreveram a capacidade da MPCD em remover colesterol de
sinaptossomas de rato, no entanto, a maioria dos trabalhos publicados utiliza concentra¢des
maiores que 35 mM de MBCD (Besshoh et al., 2005; Gil et al., 2006; Cubi et al., 2013) nas
quais, segundo os resultados da Figura 18, hd também remocao de quantidade de proteinas e
fosfolipidios, incluindo esfingomielinas.

A extracdo de colesterol pelas ciclodextrinas ainda ndo estd completamente
elucidada (Kan et al., 1992; Lopez et al., 2011; Milles et al., 2013). A formac¢do de complexos
de inclusdao, MBCD-Colesterol, foi estudada por Lopez & cols. (2011), através de dinamica
molecular; tais autores mostraram que seriam necessarias duas ciclodextrinas para encapsular
uma molécula de colesterol (~ 18 A), mas esse efeito ainda nao foi demonstrado,

experimentalmente. Além disso, o efeito causado pelas diferentes ciclodextrinas pode ser
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diferente, dependendo da membrana celular utilizada. Lange & cols. (1999) mostraram que a
exposi¢do de fibroblastos a 20 mM de hidroxipropil-B-ciclodextrina resultou num
esgotamento de ~ 25 % de colesterol total da membrana, a0 mesmo tempo causando uma
deplecdo de 80 % do nivel de colesterol no reticulo endoplasmatico. Em contraste, o
tratamento da linha celular epitelial BHK com 10 mM de MBCD resultou em forte diminui¢ao
no conteddo de colesterol na membrana plasmética (~ 90 %) (Keller & Simons, 1998). Em
membranas eritrocitarias, 5 mM de MBCD foi capaz de diminuir em 40 % o colesterol total da
membrana (Domingos et al., 2010). Assim, é essencial ter em conta que a exposicdo de
células a BCDs pode alterar a distribuic@o relativa de colesterol na membrana plasmatica e
entre os diferentes compartimentos celulares e a quantidade de colesterol retirado da
membrana pelas BCDs pode variar entre os diferentes tipos celulares.
Através dos espectros do marcador 5-SASL (Figura 19), o pardmetro de ordem (S,
Figura 20) da bicamada lipidica sinaptossomal, antes e apds o tratamento com diferentes
concentracdes de ciclodextrinas foi medido. Em membranas biolégicas, este parametro
descreve o grau de organizacdo da bicamada, monitorado pelo radical nitréxido, como
descrito no item 3.4.9 de Materias e Métodos.
Os espectros de RPE do marcador 5-SASL em sinaptossomas de cérebro de porco
(Figura 19) apresentam duas componentes, uma movel (indicada pela seta) e outra mais
imobilizada, responsavel pelo alargamento diferencial das linhas. A componente mais rigida
corresponde ao sinal do marcador incorporado entre os lipidios da bicamada (sinais alargados)
e a componente livre corresponde ao sinal do marcador em solu¢do (com movimento
isotropico, dando origem a picos estreitos, apontados pelas setas); este dltimo sinal € pequeno
e ndo impede a medida do sinal anisotrépico, que corresponde ao marcador inserido nas

membranas sinaptossomais.
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BCD

Figura 19. Espectros de RPE do marcador de spin 5-SASL incorporado em membranas
sinaptossomais tratadas com diferentes concentra¢des de MBDC (A), HPBDC (B) e BDC (C),
obtidos a 22 °C. As setas indicam a componente movel do espectro.

O parametro de ordem medido pelo 5-SASL nas membranas integras de
sinaptossomas foi de 0,78 0,02, compativel com o alto teor de colesterol das mesmas
(Yeagle, 2012) e préoximo ao encontrado anteriormente por Turina e cols. (2012) para
membranas sinaptossomais isoladas a partir do cortex cerebral bovino (0,77 +0,01). Esse
valor é também semelhante ao determinado nas membranas eritrocitarias, com o 5-SASL nas
mesmas condi¢des experimentais (0,75 £0,01) (Casadei et al., 2014a).

Nenhum efeito significativo foi observado nas membranas tratadas com HPBCD.
Para as membranas tratadas com BCD, foi observada uma diminuicdo na organizacdo da
bicamada lipidica nas amostras tratadas com concentracdes superiores a S mM (p < 0,01, test
T de student), o que corrobora os dados observados na Figura 18, que mostraram nenhuma ou
pequena capacidade dessas ciclodextrinas, em remover colesterol das membranas
sinaptossomais.

Como esperado, houve uma diminuicao significativa do parametro de ordem das
membranas sinaptossomais tratadas com concentracdes superiores a 15 mM de MBCD,
evidenciando que a diminuicdo do conteido de colesterol da membrana (reducao de 40 % do
contetdo de colesterol - Figura 18) € acompanhada de uma menor organizacdo da membrana
(Figura 20). Este resultado estd de acordo com o efeito do colesterol, um agente modulador do
empacotamente lipidico, e que aumenta o grau de empacotamento lipidico em bicamadas na

fase Ly (Mainali et al., 2012).
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Figura 20. Variag¢do do parametro de ordem (S) do marcador de spins 5-SASL incorporado em
membranas sinaptossomais tratadas com concentragdes crescentes de MBCD, HPBCD ou
BCD (n=3). Parametro calculado em espectros de RPE obtidos a 21 °C.

4.3.3. Preparo e isolamento de DRMs de sinaptossomas em gradiente de

sacarose

Outros trabalhos na literatura indicam que DRMs sinaptossomais de cérebro de
ratos, preparadas em gradiente de sacarose, sdo encontradas na interface de 30 a 5 %
(Arapulisamy et al., 2013; Cuddy et al., 2014), 35 e 5 % (Head et al., 2010; Gil et al., 2011;
Cubi et al., 2013) ou 35 e 10 % (Cole et al., 2010). Assim, optamos por separar as DRMs em
gradiente 30 e 5 % de sacarose, i.e., os mesmos utilizados por nos para isolar DRMs de
membranas eritrocitdrias (Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010; Casadei
et al., 2014a).

Inicialmente, as DRMs sinaptossomais foram obtidas a partir de diferentes
concentracdes do detergente TX-100 (Figura 21A) e Brij 98 (Figura 21B), todas acima da
CMC e a 4 °C, de acordo com a metodologia descrita em materiais € métodos (item 3.4.3).
Ap6s ultracentrifugacdo das membranas sinaptossomais tratadas com detergentes, dez fracdes
de 1 mL foram coletadas, iniciando-se pela parte superior dos tubos (5% sacarose). As DRMs
foram separadas na regido do gradiente entre a interface 5 e 30% de sacarose, correspondendo
a fracdo 3 do gradiente, com densidade de 1,09 a 1,12 g/cm3, como descrito anteriormente
para preparo de DRMs de membrana eritrocitdria (Domingues et al., 2010; Casadei et al.,

2014a).
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Figura 21. Aspecto do gradiente de sacarose apds ultracentrifugacdo das membranas
sinaptossomais a 4 °C tratadas com TX-100 (A) ou Brij 98 (B) nas concentracdes de 16, 8, 5,
2 mM e 0 mM (controle positivo), e sem membrana sinaptossomal (Sem Sinap, controle
negativo). As DRMs foram separadas da fragcdo 3 (seta).

O efeito da concentracdo dos detergentes sobre a quantidade de colesterol e
proteina dos DRMs de células integras foi analisado. Os resultados da Figura 22 expressam os
valores médios de 3 experimentos independentes, com a quantidade de colesterol e proteinas
totais das membranas tratadas com TX-100 (Figura 22A e B) e com Brij 98 (Figura 22C e D),
nas 10 fracdes coletadas apds a ultracentrifugacdo das amostras em gradiente de sacarose

(Figura 21).

Sacarose
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Figura 22. Quantificacdo de colesterol (A e C) e proteinas totais (B € D) nas 10 fragdes
coletadas apods ultracentrifugacdo das membranas sinaptossomais tratadas com diferentes
concentragdes (2 a 16 mM) de TX-100 (A e B) e Brij 98 (C e D), a 4 C. As DRMs foram
isoladas da fracdo 3; (n=3).

De acordo com as dosagens de colesterol e proteina (Figura 22), nota-se que
quanto menor a quantidade de detergente, maior a quantidade de material encontrado na
fracdo 3 (DRMs). Nas concentracdes maiores de detergente, nota-se também um aumento da
quantidade, principalmente de proteinas, encontradas nas ultimas fracdes, indicando uma
solubilizacdo parcial dos componentes da membrana, decorrente a um aumento da
concentracdo de detergente. Entdo, optamos por continuar os estudos usando 16 mM de TX-
100 e 8 mM de Brij 98 que, em ambos os casos equivalem a 1% de detergente, a mesma

concentra¢do adotada para o preparo de DRMs de sinaptossomas de cérebro de rato (Gil et al.,

2006; Cubi et al., 2013).
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4.3.4. Caracterizacao de DRMs sinaptossomais

Ap6s a escolha da melhor concentragdo de MBCD e de detergente para isolamento
das fracOes resistentes, as membranas sinaptossomais, integras ou com contetido reduzido de
colesterol (reducao de 50 % do colesterol inicial), foram tratadas com 16 mM de TX-100 ou 8
mM de Brij 98, por 30 minutos a 4 ou a 37 °C; apds isso, as amostras foram submetidas a
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose, por 4 horas a 4 °C.

Além do efeito modulador do colesterol e de sua importancia na estabilidade da
fase L,, a temperatura € outro fator importante na solubilizacdo membranar. Recentemente,
demonstramos que em GUVs de lipidios extraidos de membranas eritrocitdrias, o aumento da
temperatura favorecia a solubilizagdao por TX-100 (Casadei et al., 2014b), enquanto as DRMs,
de eritrocitos integros, preparadas a partir de TX-100 a 4 e 37 °C ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa em sua composicao lipidica (Casadei et al., 2014a). Essa diferenca
entre o efeito encontrado em GUVs de lipidios extraidos de membrana eritrocitdria e DRMs
de membranas eritrocitdrias integras tratadas com TX-100 pode ser explicada pela presenca de
proteinas, nas ultimas. J4 para o detergente Brij 98, o aumento da temperatura induziu a uma
maior solubilizacdo do colesterol na membrana eritrocitdria integra (Casadei et al, 2014a).
Assim, nesta etapa, determinamos e comparamos a composi¢cdo das DRMs de membranas
sinaptossomais (integras ou com conteddo reduzido de colesterol), preparadas a 4 °C e 37 °C.

O efeito dos detergentes em isolar DRMs a partir de membranas integras (DRMs
controle) ou com conteddo diminuido de colesterol (tratadas com 20 mM MBCD,
correspondente a 50 % diminui¢do do conteudo de colesterol) a 4 °C pode ser observado na
Figura 23. Resultados semelhantes foram obtidos com as amostras preparadas a 37 °C,
indicando que a temperatura nao é um fator critico para obtencdo das DRMs de membranas
sinaptossomais, assim como nao foi empecilho para a obtencdo de DRMs de membranas

eritrocitarias (Domingues et al., 2010; Casadei et al., 2014a).
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Figura 23. Centrifugacdo em gradiente de sacarose de amostras de sinaptossomas integros ou
depletados de colesterol, tratados com TX-100 ou Brij 98 (1%), a 4 °C. A seta indica a fragcdo
de DRMs, com densidade de 1,09 a 1,12 g/mL, encontrada entre a interface da solugdo de 5 e
30% de sacarose. MPBCD indica a ciclodextrina utilizada para remog¢ao de 50 % do colesterol
das membranas antes do tratamento com detergente

A quantificagdo de proteinas, colesterol e fosfolipidios foi realizada nas fragoes
contendo as DRMs, assim como a visualizacdo das vesiculas por microscopia eletronica de
transmissao (MET), perfil eletroforético (SDS-PAGE), Western Blot, cromatografia em
camada delgada de alta definicio (HPTLC) e ressonancia paramagnética eletronica (RPE),
que serdo descritas, a seguir.

A quantidade de colesterol, proteinas e fosfolipidios da membrana sinaptossomal
integra e com conteddo reduzido de colesterol, e das DRMs obtidas delas foi avaliada. Os
resultados da Figura 24 expressam os valores médios, obtidos de 3 experimentos

independentes.
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Figura 24. Quantificacdo de colesterol (A), proteinas (B) e fosfolipidios (B), e da razdo
colesterol/proteinas, m:m (C): na membrana sinaptossomal (SG) e DRMs de TX-100 ou Brij

98, preparadas a 4 °C ou 37 °C, a partir de sinaptossomas integros (controle) ou tratados com
MBCD (MBCD), n = 3.

Aproximadamente 35 % do conteudo de colesterol das membranas sinaptossomais
foi encontrado nas DRMs controle de TX-100 preparadas a 4 e 37 °C e nas DRMs controle de
Brij 98 preparadas a 4 °C; o restante do colesterol foi detectado nas ultimas fracdes do
gradiente (fracdo de membrana solubilizada), como mostrado na Figura 24A. J4 para as
DRMs controle de Brij 98 preparadas a 37 °C, foi encontrado cerca de 42 % do colesterol. De
fato, a temperatura afeta a solubiliza¢do do colesterol pelo Brij 98, como também observado
com DRMs de membrana eritrocitaria (Casadei et al., 2014a).

Comparando as diferentes temperaturas testadas (4 e 37 °C), a 37 °C, além do
aumento da concentracdo de colesterol (p < 0,01, test T de student), houve uma reducdo do
conteddo de proteinas nas DRMs de Brij 98 (p < 0,001, test T de student) evidenciando uma

solubilizacdo preferencial de proteinas e resisténcia do colesterol pelo Brij 98 a 37 °C. J4 para
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o TX-100, o aumento da temperatura induziu uma maior solubiliza¢io de proteinas (p < 0,05,
test T de student) e fosfolipidios (p < 0,01, test T de student), enquanto para o colesterol, esse
efeito ndo foi observado (p > 0,05, test T de student), indicando uma solubiliza¢ao
preferencial de proteinas e fosfolipidios, dependente de temperatura, pelo TX-100.

Quando a ac¢do dos detergentes foi comparada, as DRMs de Brij apresentaram 1,8
vezes mais proteinas, nas DRMs preparadas a 4 e 37 °C, (Figura 24B) e 1,7 (nas DRMs
preparadas a 4°C) e 2,4 (nas DRMs preparadas a 37 °C) vezes mais fosfolipidios (Figura
24D), em comparagdo com as DRMs de TX-100 (p < 0,001, test T de student).

A remocgao do conteudo de colesterol por MBCD reduziu o contetido de colesterol
nas DRMs de TX-100 preparadas a 4 °C (43 %), e 37 °C (75 %) e na DRMs de Brij 98
preparadas a 4 °C (72 %) e 37 °C (67 %) em relagdo ao contetido total contido nas membranas
sinaptossomais. A remog¢ao do colesterol afetou, principalmente, a quantidade de fosfolipidios
encontrados nas DRMs de TX-100 e de proteinas nas DRMs de Brij 98, tanto a 4 quanto a 37
°C, indicando que a reducdo do conteddo de colesterol facilita a solubiliza¢dao de fosfolipidios
e proteinas nas membranas sinaptossomais, por TX-100 e Brij 98, respectivamente.

Uma das principais caracteristicas de DRMs é o aumento da razdo
colesterol/proteinas em relacdo a membrana original. O enriquecimento de colesterol em
DRMs tem sido encontrado tanto em membranas modelo, quanto em membranas bioldgicas.
Recentemente, foi proposto por Ahyayauch e col. (2009) que a resisténcia de membranas a
detergentes € devida, principalmente, a formacdo de complexos colesterol-esfingolipidio que
possuem um curvatura espontanea negativa, ao contrdrio de outros lipidios que, assim,
sofreriam solubilizacdo. Naquele estudo, com membranas modelo compostas de PC, SM e
colesterol, foi demonstrado que a solubilizacdo de esfingomielina por detergente é diminuida
na presencga de colesterol.

As DRMs de TX-100 apresentaram um aumento de 1,5 vezes na razdo
colesterol/proteinas em relacdo as membranas sinaptossomais integras (Figura 24C). No
entanto, em DRMs de Brij 98 preparadas a 4 °C essa razdo foi um pouco menor (0,75 vezes)
que a obtida para membranas sinaptossomais integras. Isso se justifica por haver mais
proteinas nas DRMs de Brij 98 (Figura 24B). Portanto, as proteinas de membrana, de um
modo geral, parecem oferecer uma resisténcia relativamente menor a solubiliza¢do por TX-
100 do que a Brij 98.

A Tabela 3 mostra os dados absolutos, do contetdo proteico e lipidico e razdo

colesterol/lipidio medido nos sinaptossomas e suas fracdes. O rendimento lipidico das DRMs
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de TX-100 (~ 25 %) e DRMs de Brij 98 (~ 40 %) foi muito semelhante ao encontrado pelas

DRMs de membranas eritrocitdrias preparadas a partir de ambos detergentes (Casadei, 2011).

Tabela 3. Contetdo proteico e lipidico (de fosfolipidios, PL, e colesterol, Col) das membranas
sinaptossomais (SG) e de suas DRMs, obtidas a partir de membranas integras (Controle ou C)
ou com conteddo reduzido de colesterol (MBCD) com uso de Brij 98 e TX-100, a4 e a 37 °C.

s | L | co | Lo [ Kl
(ng/mL) (mM) (mM) (mM) totais
Controle 1000 £40,3 | 2,8 £0,2 | 2,1 £0,0 5,0 0,42
SG

MBCD 978 +46,4 2,8 £0,1 | 1,00,0 3,8 0,26
C 249,3 £20,1 | 0,7 £0,1 | 0,7 0,0 1,4 0,50

4°C
MBCD | 221,5 £18,1 | 0,4+0,0 | 0,4 £0,0 0,8 0,50

TX-100

C 186,5 32,1 | 0,5+0,1 | 0,8 +0,1 1,3 0,61

37°C
MBCD | 200,3 +46,3 | 0,2 +0,1 | 0,2 £0,1 0,4 0,50

DRMs

C 467,2 £30,1 | 1,2+0,2 | 0,7 20,0 1,9 0,37

4°C
MBCD | 384,1 £37,2 | 1,1 0,1 | 0,2 £0,0 1,3 0,15

Brij 98

C 344,6 £5,3 1,2+0,2 | 0,9 +0,1 2,1 0,43

37°C
MBCD | 302,2+22,6 | 0,8+0,3 | 0,3+0,0 1,1 0,27

Perfil eletroforético e western blot das DRMs sinaptossomais

O uso de diferentes detergentes e temperaturas no preparo das DRMs pode levar a
inclusdo/exclusao de proteinas destas (Pike et al., 2005; Domingues et al., 2010), incluindo-se
as proteinas marcadoras de [lipid rafts (Domingues et al., 2010). Medidas de eletroforese
monodimensional (SDS-PAGE) foram feitas na tentativa de caracterizar, qualitativamente, o
conteddo proteico das DRMs. O perfil das 10 fracdes coletadas apds ultracentrifugacdo de
membranas sinaptossomais, integras ou com contetido reduzido de colesterol e tratadas a 4 ou
37 °C, encontram-se nas Figura 25 (TX-100) e 26 (Brij 98)Figura 25, sendo que a fracdo 3

corresponde aquela com as DRMs.
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Figura 25. Perfil eletroforético das 10 fragdes coletadas (colunas 1 a 10) em gradiente de
sacarose das membranas sinaptossomais (SG) tratadas com TX-100 24 (Ae B) ou37°C (Ce
D) integras (A e C) ou com conteido reduzido de colesterol (B e D). PM: padrao de massa
molecular (kDa).
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Brij 98
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Figura 26. Perfil eletroforético das 10 fra¢des coletadas (colunas 1 a 10) em gradiente de
sacarose, das membranas sinaptossomais (SG) tratadas com Brij 98 a4 (Ae B) ou37°C (Ce
D) integras (A e C) ou com conteido reduzido de colesterol (B e D). PM: padrido de massa
molecular (kDa).

As principais bandas identificadas na eletroforese monodimensional das
membranas sinaptossomais foram aquelas em 250, 230, 101, 59, 55 e 45 kDa. Essas bandas
apresentam peso similar aos das proteinas que compdem o citoesqueleto da membrana
sinaptossomal: espectrina (subunidades o = 250 kDa e B = 230 kDa), proteina 4.1 (101 kDa),
tubulina (subunidades o = 59 kDa e 3 = 55 kDa) e actina (45 kDa). A tubulina é uma proteina
essencial na zona pré-sindptica, além de ser a mais abundante nos sinaptossomas; suas
subunidades a e [ se associam e formam os microtibulos que possuem funcdo estrutural e
agem como sitio de ligacdo para outras proteinas. A proteina 4.1 interage com a actina e
espectrina e € responsavel pela organizacdo dos componentes da bicamada lipidica, pela

durabilidade e deformacdo da membrana plasmética (Weingarten et al., 2014). Em trabalhos

anteriores (Ciana et al., 2005; Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010;

Proteina 4.1
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Casadei et al., 2014) demonstramos a associacdo de proteinas do citoesqueleto aos raffts,
através de interacdo eletrostatica.

A proteina 4.1 e a espectrina, foram encontradas em todas as DRMs. A actina foi
solubilizada diferentemente pelos detergentes utilizados: ela foi encontrada exclusivamente na
fracdo 3 quando as células foram lisadas com Brij 98; o TX-100 a solubilizou parcialmente,
sendo encontrada nas fracoes 3, 8, 9 e 10. A interacdo entre rafts e citoesqueleto também foi
proposta para eritrcitos anteriormente (Ciana et al., 2005; Crepaldi Domingues et al., 2009,
Casadei et al., 2014).

Para completar a andlise qualitativa das proteinas presentes nas diferentes DRMs
estudadas, medidas de Western blot foram conduzidas, na tentativa de identificar a proteina
flotilina-2, uma proteina marcadora de [lipid rafts. Para comparacio, foram aplicadas 25 uL
das 10 fracOes coletadas apds ultracentrifugacdo. Como mostra a Figura 27 detectou-se
flotilina-2 em todas as preparacdes de DRMs testadas; no entanto, visualmente ha diferengas
no conteddo dessa proteina entre as DRMs, que particionam entre a fracio 3 (DRMs) e 10
(frac@o solubilizada pelos detergentes). Nas DRMs controle, preparadas a 4 °C, a flotilina-2
aparece exclusivamente na fracdo 3. A redugdo do conteudo de colesterol e o aumento da
temperatura afetaram a solubilizacdo da flotilina-2, que foi detectada na fracdo 3 e na fragcdo
10. Este resultado indica que a estabilidade da flotilina-2 € dependente de colesterol e da
temperatura. O efeito da remocdo do colesterol sobre a estabilidade da flotilina-2 também foi
encontrado em DRMs de membranas eritrocitarias, preparadas a partir de TX-100 e Brij 98

(Domingues et al., 2010; Casadei et al., 2014a).

DRMs

= TX -4 2C
TX-MBCD-4¢°C
TX-37°C
TX - MBCD - 37 2C
B98 -4 °C
B98 - MBCD - 4 °C
- B98 -37 ¢eC
B98 —MPBCD - 37 2C
Figura 27. Detecgdo por western blot da proteina marcadora de lipid rafts flotilina-2, nas 10

fracdes coletadas apds tratamento das membranas sinaptossomais com os detergentes TX-100
e Brij 98, e separacdo em gradiente de sacarose.
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Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HTLC)

Embora o comportamento de fases de diversos lipidios em membranas modelo
venha sendo explorado (Almeida, 2009; Wydro, 2011a; Wydro, 2011b), é particularmente
interessante analisar o comportamento dos esfingolipidios (esfingomielina, SM) e do
colesterol, que sdo os principais responsdveis pela fase liquido ordenada dos lipid rafts, além
dos principais glicerofosfolipidios: PC, PE e PS.

Alguns trabalhos na literatura evidenciaram menor tendéncia do Brij 98 em
solubilizar fosfolipidios localizados na monocamada interna das membranas e conservar a
assimetria da membrana (Schuck et al., 2003; Quinn, 2010). Como poucos estudos tem
explorado as caracteristicas das DRMs de membranas sinaptossomais, pouco se sabe sobre
sua composi¢do lipidica diferencial. Dessa forma, para identificagdo dos principais tipos de
fosfolipidios conduzimos medidas de HPTLC nos lipidios extraidos com solvente.

Nas placas de HPTLC foram aplicadas amostras com cerca de 10* M de lipidios
(concentragcdo determinada pela dosagem de fosfolipidios). As principais bandas encontradas
em DRMs de Brij foram: SM, PC, PE e PS. A distribui¢ao dos fosfolipidios esta expressa em

png %, devido a diversidade de cadeias acilas presentes nesses fosfolipidios (Figura 28).
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Figura 28. Distribui¢do dos fosfolipidios (SM, PC, PE e PS) da membrana sinaptossomal e
DRMs de TX-100 e Brij 98 preparadas a partir de membranas sinaptossomais integras
(controle) ou com o conteido reduzido de colesterol (MBCD), obtidas a 4 ou 37 °C,
detectados por HPTLC. Os valores estdo expressos em pug % e correspondem a uma média de

3 experimentos independentes. n = 3.

Foi observado um enriquecimento no teor de SM nas DRMs de TX-100 (> 24 %);

esse enriquecimento também foi observado em DRMs de Brij preparadas a 37 °C.
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Diferentemente do esperado, DRMs de Brij 98 preparadas a 4 °C apresentaram uma
distribuicio de SM e glicerofosfolipidios bem similar a encontrada na membrana
sinaptossomal.

Na membrana sinaptossomal, PE e PS sio lipidios localizados principalmente na
monocamada interna (80% do total de PE e 100% das PS estao presentes no lado citossélico
da bicamada) (Sackmann, 1995). Assim como observado em outros estudos (Schuck et al.,
2003; Pike et al., 2005; Casadei et al., 2014a), os fosfolipidios da monocamada interna (PE e
PS) foram mais resistentes ao Brij do que ao TX-100, nas DRMs preparadas a 4 °C. Enquanto
a razdo PC:PE variou entre 1-1,3 para DRM de Brij a 4 °C, essa razao foi de 2,2 para DRM de
TX-100 (Figura 28). Esses resultados indicam que a habilidade de solubilizar lipidios da
monocamada interna ndo € a mesma para todos os detergentes e sim uma caracteristica
particular de cada composto surfatante. Segundo Pike et al. (2005), os lipidios da
monocamada interna seriam menos estdveis que os da monocamada externa, devido a
auséncia ou diminuicdo de interacdes entre esfingolipidios e colesterol, ja que SM distribui-se
preferencialmente na monocamada externa das biomembranas e ndo estaria presente na
monocamada intracelular de lipid rafts (Niu & Litman, 2002; Pike et al., 2005). Além disso, o
TX-100 possui a habilidade de se translocar (flip-flop) para a monocamada interna, o que
poderia justificar a solubilizacdo dos lipidios da monocamada interna. Esses resultados
também foram encontrados nas DRMs de membrana eritrocitdria, onde Brij 98 solubilizou
preferencialmente lipidios da monocamada externa (Casadei et al., 2014a). Pike & cols.
(2005) também demostraram que DRMs de células CHO lisadas com TX-100 apresentaram
grande proporcao de esfingomielina, comparativamente a membrana original, enquanto que

DRMs de Brij 98 eram menos enriquecidos em esfingomielina que as DRMs de TX-100.

Determinaciao da morfologia e do tamanho das DRMs de sinaptossomas

A morfologia das DRMs de sinaptossomas, revelada por MET pode ser observada
na Figura 29. As DRMs apresentaram formas circulares e superficies regulares. O tratamento
prévio das membranas sinaptossomais com MBCD, para remocao de parte do colesterol, ndo
alterou a morfologia das DRMs.

Utilizamos também medidas de espalhamento de luz (dynamic light scattering -
DLS) para determinar o didmetro médio das vesiculas de DRMs obtidas a partir das
membranas sinaptossomais. As medidas foram realizadas através da andlise multimodal e os

resultados foram registrados pelo nimero de particulas (Tabela 4).
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a de transmissdo das amostras

de DRMs de TX-100 e Brij 98, preparadas a 4 °C ou 37 °C, a partir de membrana
sinaptossomal integra (controle) ou tratada com MPBCD. As imagens foram obtidas com
aumento de 77.500 e 60.000x (para as vesiculas preparadas a 4 °C e 37 °C, respectivamente).

Tabela 4. Diametro médio das vesiculas de DRMs de TX-100 e Brij 98 preparadas a 4 °C ou
37 °C, a partir de membrana sinaptossomal integra (controle) ou tratada com MBCD, n=3.

Medidas de espalhamento de luz dindmico.

Diametro % da Polidispersao
(nm) populacao
Membrana Controle 461,1 +47.8 95,7 0,4
sinaptossomal MBCD 494.8 +63,0 97,2 0,5
. Controle | 268,6 +55,8 93,3 0,4
TX- +e MBCD | 114,8 £21,4 87,4 0,5
100 ) Controle | 184,4 +40,6 96,6 04
e MBCD | 146,9 +40,6 87,6 0,4
DRMs
3 Controle | 201,1 +39,8 99,9 0,3
Brij +e MBCD | 112,6 #15,0 87,7 0,5
98 ) Controle | 169,3 +28.5 97,1 0,6
e MBCD | 147,6 £23,4 96,9 0,6

As DRMs controle, preparadas a partir de membranas sinaptossomais integras,

apresentaram didmetro médio de aproximadamente 200 nm. Trabalhos na literatura t€ém
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descrito os lipid rafts como estruturas membranares com tamanhos varidaveis entre 10-200 nm
(Pike, 2006; Rajendran et al., 2010). Che e Lawrence (2009) encontraram diadmetros
semelhantes em cérebro de rato (130 — 380 nm). Apesar da diferenca na composicdo, nao
observamos diferencas estatisticas significativas entre as DRMs obtidas a partir de diferentes
detergentes ou a diferentes temperaturas (p > 0,05, test T de Student).

As DRMs obtidas a partir de membranas sinaptossomais com conteido reduzido
de colesterol (tratadas com MBCD) apresentaram didmetro menor (63% daquele das DRMs
preparadas a partir de membranas integras), o que reflete a diminuicdo do conteddo de
colesterol e fosfolipidios nas DRMs de TX-100 e colesterol e proteinas nas DRMs de Brij 98,

como mostrado na Figura 24.

Medidas de ressoniancia paramagnética eletronica (RPE) em membras

sinaptossmais e DRMs

Para avaliar o empacotamento dos lipidios presentes nas DRMs de sinaptossomas
empregamos a técnica de ressondncia paramagnética eletronica (RPE), com uso dos
marcadores de spin 5-SASL (que monitora a cadeia acila dos fosfolipidios de membrana, na
regido mais proxima ao glicerol) e 16-SASL (que monitora regido mais hidrofébica, préxima
ao centro da bicamada lipidica).

As medidas foram realizadas em 3 temperaturas: 4, 22 e 37 °C. Essas temperaturas
foram selecionadas porque as DRMs foram isoladas a 4 ou 37 °C e para compararmos os
resultados com medidas realizadas a 22 °C (temperatura ambiente). Os marcadores foram
incorporados numa proporcdo de 1 mol%, em relacio ao total de lipidios, para evitar
interferéncia dos mesmos no grau de organizacao das membranas (ver item 3.4.9).

A Figura 30 mostra os espectros obtidos com o marcador 5-SASL incorporado nas
membranas sinaptossomais, integras ou com contetido reduzido de colesterol, e nas DRMs de
TX-100 e Brij 98 preparadas a partir das mesmas, a 4 e 37 °C. Como j4 descrito na Figura 19,
os espectros do marcador em sinaptossomas (e também nos DRMs destes) apresentam duas
componentes, uma mais rigida que corresponde ao sinal do marcador incorporado entre os
lipidios da bicamada (sinais alargados) e uma livre, que corresponde ao sinal do marcador em
solucdo (com movimento isotrépico que justifica os picos estreitos). As mesmas componentes
(mével e imobilizada) foram detectadas com o uso do marcador 16-SASL, porém com sinais
bem mais isotrépicos, refletindo o menor grau de organizacdo molecular no (interior da

bicamada) ambiente monitorado pelo 16-SASL (Figura 31).
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Para os espectros do marcador 5-SASL (Figura 30), o parametro de andlise
escolhido foi o méximo desdobramento hiperfino (2An.x - ver item 3.4.9), devido a alta
anisotropia do espectro registrado com as amostras a 4 °C (dados mostrados na Figura 32A).
Valores maiores de 2An,x indicam maior anisotropia do marcador, refletindo um maior grau
de ordem/empacotamento lipidico.

Nos espectros do marcador 16-SASL (Figura 31) avaliamos a razdo entre as
alturas dos picos de campo baixo e central (h;/hg) em funcdo da temperatura (dados
mostrados na Figura 32B). Este pardmetro foi escolhido pela falta de resolugdo espectral
devida a menor anisotropia dos sinais marcador nas amostras medidas a 37 °C, principalmente
nas DRMs de Brij 98 preparadas a partir de membranas sinaptossomais com conteudo
diminuido de colesterol.

Os valores médios e as andlises estatisticas do marcador 5-SASL estdo expressos

na Tabela 5 e do marcador 16-SASL, na Tabela 6.
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Figura 30. Espectros de RPE medidos a 4, 22 e 37 °C, do marcador de spins 5-SASL em
tampao Hepes e incorporado em membranas sinaptossomais integras (controle) e com
conteddo reduzido de colesterol (MBCD) e suas respectivas DRMs, obtidas com uso de TX-

100 ou Brij 98, a 4 ou 37 °C.
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Figura 31. Espectros de RPE medidos a 4, 22 e 37 °C, do marcador de spins 16-SASL em
tampao Hepes e incorporado em membranas sinaptossomais integras (controle) e com
contetdo reduzido de colesterol (MBCD) e suas respectivas DRMs, obtidas a partir de TX-
100 ou Brij 98, a 4 ou 37 °C.

Pela Figura 32, observa-se que tanto o marcador 5-SASL quanto o 16-SASL
detectaram variacOes significativas nos parametros analisados entre as trés temperaturas
testadas, 4, 22 e 37 °C (p < 0,01, test t de student). Como esperado, houve menor ordenamento
dos lipidios com aumento da temperatura (tanto em membranas integras como em DRMs).
Isso é esperado, pois a 37 °C a maioria dos lipidios se encontra acima da temperatura de

transi¢do de fases (Radhakrishnan et al., 2001).
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Figura 32. Variagdo dos pardmetros espectrais medidos por RPE: médximo desdobramento
hiperfino (2A.x) nos espectros do marcador de spins 5-SASL (A) e razdo entre os picos de
campo baixo (h;;) e médio (hy), nos espectros de 16-SASL (B), medidos a 4, 22 e 37 °C em
membranas sinaptossomais integras (controle, C) e com conteido reduzido de colesterol

(sequestrado por MBCD, M) e suas respectivas DRMs, obtidas a partir de TX-100 ou Brij 98,
a4ou37°C,n=3.
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Tabela 5. Méaximo desdobramento hiperfino (2A.x) nos espectros do marcador de spins 5-
SASL, medidos a 4, 22 e 37 °C em membranas sinaptossomais integras (control) e com
conteudo reduzido de colesterol (MBCD) e suas respectivas DRMs, obtidas a partir de TX-
100 ou Brij 98, a 4 ou 37 °C. * membrana sinaptossomal controle versus membrana
sinaptossomal MBCD; ® DRMs controle versus DRMs MBCD; € membrana sinaptossomal
controle versus DRMs controle; 4DRMs TX-100 4 °C versus DRMs Brij 4 °C; * DRMs TX-
100 37 °C versus DRMs Brij 37 °C; ***p < 0,001, **p < 0,01; *p < 0,05 (test T de Student).

2A max
4°C 22°C 37°C

Membrana Controle 61,2+0,0 | 56,5+0,0 | 47,3+0,6
sinaptossomal MBCD 63,3+0,7° | 57,7+0,2 | 53,8 +0,1°"
4o Control | 63,2 0.4 | 58,7 0,0°" | 55,1 0,0° "

MBCD | 63,8402 | 59,6404 | 555=0,1
TX-100 . .

o Control | 63,0 £0,7° | 58,5+0,7° | 54,5 %0,1°

7 O,

MBCD | 644+0,1 | 59,604 | 55104
DRMs

4o Control | 62,202 |56,5+0,1 | 53,0 0,1°

MBCD | 59,8 +0,2°" | 54,1 0,2 | 51,8 +1,1
Brij 98

. Control | 62,1 0,1 | 56,7+0,3 | 52,8 +0,0°

MBCD | 62,0402 | 550402 | 51,7+0,6
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Tabela 6. Razdo entre os picos de campo baixo (h;;) e médio (hy), nos espectros de 16-SASL,
medidos a 4, 22 e 37 °C em membranas sinaptossomais integras (control) e com conteiido
reduzido de colesterol (MBCD) e suas respectivas DRMs, obtidas a partir de TX-100 ou Brij
98, 2 4 ou 37 °C. * membrana sinaptossomal controle versus membrana sinaptossomal MBCD;
> DRMs controle versus DRMs MBCD; © membrana sinaptossomal controle versus DRMs
controle; 4DRMs TX-100 4 °C versus DRMs Brij 4 °C; * DRMs TX-100 37 °C versus DRMs
Brij 37 °C; "DRMs TX-100 4 °C versus 37 °C; **p < 0,01; *p < 0,05 (test T de Student).

h+1/ hO
4°C 22°C 37°C
Membrana Controle 0,62 +0,01 0,68 +0,01 0,72 0,00
sinaptossomal MBCD 0,66 0,01 | 0,72 0,00 | 0,77 0,00
4o Control | 0,66 0,01 | 0,71 £0,00° | 0,74 +0,00°"
MBCD | 0,58 £0,01°" | 0,68 0,01 0,72 +0,01
TX100 . .
o Control | 0,66 0,01 | 0,72 +0,00° 0,73 +0,00
7° EE TF
MBCD | 0,60 0,01 | 0,68+0,00" 0,73 0,01
DRMs -
4o Control | 0,62 +0,01 0,69 0,00 | 0,76 0,00
o8 MBCD | 0,59 0,00 | 0,70 40,01 | 0,81 +0,00°"
. Control | 0,64 0,00 | 0,70 £0,00°" | 0,76 +0,00°°
MBCD | 0,62 +0,00°" | 0,69 0,01 0,8 +0,00""

O 5-SASL detectou ordenamento dos lipidios da bicamada com a reducdo do
conteddo de colesterol das membranas sinaptossomais integras nas medidas realizadas a 4 e
37 °C (Tabela 6) na regido da cadeia acila mais préxima ao glicerol. Este resultado € curioso,
pois, como “modulador da fluidez de membranas biolégicas”, em membranas em fase Ly,
espera-se que o colesterol aumente a orientacao geral das cadeias acilas dos fosfolipidios, em
relagdo ao plano da bicamada, preenchendo espacos entre as cadeias acila em conformacgdo
trans-gauche (Wydro, 2011b); assim, sua deplecdo deveria causar diminui¢do da organizagdo
molecular (maior fluidez) nas regides mais superficiais da cadeia acila, diferentemente do
observado com o marcador 5-SASL (Figura 32* e Tabela 5). A 4 °C a diminuicdo da fluidez
que acompanha a diminui¢do do colesterol, pode estar relacionada com a existéncia de fase
gel (S,), originada principalmente pelo aumento da propor¢cdo de esfingomielinas, apds
retirada de parte do colesterol dessas membranas. Na fase S, o efeito do colesterol, acima de
20 — 25 mol%, € de aumento na rotacgao das cadeias acilas e na difusdo lateral dos lipidios (Ge
et al., 1999), tal que sua deplecdo seria acompanhada por aumento da ordem molecular, como

observado na Figura 32A.
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Em relacdo as membranas sinaptossomais integras, o marcador 16-SASL detectou
aumento nos valores de h,;/hy na membrana com contetido reduzido de colesterol, nas trés
temperaturas medidas (Tabela 6). Este resultado é esperado, uma vez que o colesterol € mais
curto que os fosfolipidios de membrana e, ao inserir-se na regido de interface da bicamada
(para expor sua hidroxila na superficie polar), preenche o espacamento entre os lipidios,
causado pelo alto grau de movimentacdo das cadeias acila em conformacio trans-gauche,
aumentando a ordem nas regides mais superficiais da bicamada (Yeagle, 2012); sua retirada é,
entdo, acompanhada por aumento da fluidez, como monitorado no core hidrofébico, pelo 16-
SASL. Resultados semelhantes foram observados com deplecdo de colesterol de eritrdcitos,
monitorados com 16-SASL (Cassera e cols., 2002; Domingues et al., 2010). Subczynski &
cols. (2009), em membranas modelos de POPC e usando diversos marcadores de spin (n-PC e
n-SASL), reportaram aumento da fluidez com a retirada de colesterol, efeito este mais
pronunciado com marcadores inseridos mais proximos ao centro da bicamada.

Na fase L,, o colesterol tem como caracteristica aumentar a ordem principalmente
nas posi¢coes dos carbonos 5 e 7 das cadeias acilas dos dcidos graxos e diminuir a ordem nas
posicdes dos carbonos 14 e 16 das cadeias acilas (Mainali et al., 2012). Em relacdo as
membranas integras, houve aumento da ordem medida pelo 5-SASL nas DRMs preparadas
com TX-100 (p < 0,05, teste T de student). Esse resultado corrobora os dados de aumento de
colesterol (50 — 60 mol%, Tabela 3) e SM, em relacdo a membrana sinaptossomal integra (42
mol%, Tabela 3), e constitui uma evidéncia da formagdo de fase L,, em DRMs de TX-100, de
maneira similar ao observado em eritrocitos (Domingues et al., 2010) e em GUVs de lipidios
de membranas eritrocitarias tratadas com TX-100 (item 4.2.2). Ja4 o marcador 16-SASL,
detectou um aumento nos valores de h,;/hy nas DRMs de TX-100 em relacio a membrana
integra, indicando maior fluidez na regido proxima ao core hidrofébico.

Ja nas DRMs de Brij 98, ndo houve um aumento significativo na ordem molecular
dos lipidios (p > 0,05, teste T de student) em relacdo a membrana sinaptossomal integra, para
ambos marcadores (5 e 16-SASL) pois essas DRMs ndo se apresentaram enriquecidas em
colesterol (37 - 43 mol%); além disso, esse efeito também pode ser justificado pela maior
quantidade de proteinas e fosfolipidios da monocamada interna, em relacdo a DRM de TX-
100, como também encontrado nas DRMs de membranas eritrocitdrias obtidas a partir de Brij
(Casadei et al., 2014).

Em relagdo as DRMs integras versus DRMs com contetdo reduzido de colesterol
(tratadas com MBCD) nao foi observada diferenca entre as trés temperaturas medidas, pois

nas DRMs de TX-100 a diminuicdo do conteido de colesterol foi acompanhada pela
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diminuicdo no conteddo de fosfolipidio (Tabela 3) enquanto nas DRMs de Brij 98, a
diminui¢do do conteido de colesterol foi acompanhada pela diminuicdo do teor proteico
(Figura 24). Concluimos assim que a diminuicao do conteddo de colesterol acompanhada da
diminui¢ao simultanea do contetido de fosfolipidios ou proteinas, ndo alterou o parametro de
ordem medido pelo 5 e 16-SASL, nos dois tipos de DRMs preparadas.

Comparando as temperaturas de preparacdo das DRMs nao foram detectadas variacoes
significativas no empacotamento lipidico para as DRMs de TX-100 prepradas a 4 e 37 °C ou
para as DRMs de Brij 98 preparadas a 4 e 37 °C; Assim, apesar das DRMs de TX-100 e Brij
98 preparadas a 37 °C apresentarem menos proteinas e fosfolipidios, ndo detectamos
alteracoes significativas na ordem das DRMS preparadas a 4 ‘Ce37°C, sendo que o conteido
de colesterol foi o principal modulador de fases, com efeitos sensivel aos experimentos de
RPE com as sonda 5 e 16-SASL.

Como demonstrado anteriormente as DRMs de TX-100 sdo enriquecidas de
colesterol (Tabela 3) e esfingomielinas (Figura 28) e tem baixo teor de PE e PS (Figura 28). Ja
as DRMs de Brij 98 sdo proporcionalmente mais ricas em proteinas (Tabela 3) e apresentaram
distribuicao de fosfolipidios semelhante a encontrada nas membranas sinaptossomais integras
(Figura 20). Portanto, esses resultados indicam que a menor propor¢dao de SM encontrada nas
DRMs de Brij 98 e a presenca de maior proporcao de glicerolipidios (PC + PE) pode justificar
a maior fluidez dessas fracdes, em relacdo as de TX-100. Modelos de rafts predizem que o
empacotamento lipidico na fase L, dos lipidios na monocamada externa levaria a uma
equivalente organizacdo da monocamada interna (Diakowski et al., 2006). A partir dos dados
obtidos com as monocamadas e bicamadas preparadas a partir de lipidios de eritrdcitos,
juntamente com os resultados obtidos a partir das membranas sinaptossomais, € possivel que
o Brij 98, devido a sua cabeca polar (2 vezes maior que a do TX-100), apesar da sua alta
capacidade de inser¢do na bicamada lipidica (Tabela 2), se insira preferencialmente na
monocamada externa, desestabilizando e rearranjando a vesicula em pequenas particulas de
composi¢do semelhante a membrana integra, diferentemente do TX-100, que é capaz de se

transpor para a monocamada interna, solubilizando-a (Sudbrack et al., 2011).
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5. Conclusoes

Neste trabalho estudamos o mecanismo de solubilizacio da membrana
eritrocitaria e caracterizamos as fracdes de membranas sinaptossomais resistentes aos

detergentes TX-100 e Brij 98, concluimos:

° Experimentos em monocamadas preparadas com lipidios extraidos de ghosts se
mostraram um 6timo modelo para estudos com membranas bioldgicas, pois os resultados se
assemelharam aos de hemdlise, realizados a partir da membrana integra (Casadei, 2011),
evidenciando um papel mais importante dos lipidios na solubilizacdo de membranas, em
relacdo as proteinas. Em ambos testes o Brij 98 mostrou maior interacdo com os lipidios de
eritrocitos, em relacdo ao TX-100;

° Em trabalhos anteriores, demonstramos que o tratamento da membrana
eritrocitaria com os detergentes ndo i0nicos TX-100 e Brij 98 permitiu separar fragdes
insoliveis (DRMs), tanto a 4 quanto a 37 °C (Casadei et al., 2014a). As DRMs de TX-100
mostraram-se ricas em colesterol e esfingomielina e com empacotamento lipidico compativel
com a fase L, de lipid rafts (Domingues et al., 2010). J4 as DRMs de Brij 98 preservaram a
composi¢do lipidica da membrana original. O aumento da temperatura ndo alterou o contetido
de proteinas e colesterol das DRMs preparadas a partir de TX-100 a 37 °C, em comparagdo
com as DRMs preparadas a 4 °C, enquanto que para as DRMs preparadas a partir de Brij 98, o
colesterol foi mais facilmente solubilizado a 37 °C que nas DRMs preparadas a 4 °C. DRMs
de membranas eritrocitdrias preparadas a partir de Brij 98 e TX-100 formam vesiculas seladas
em que estdo presentes marcadores de lipid rafts (flotilina e proteinas do citoesqueleto);

. Em experimentos realizados a partir de GUVs, verificamos que o TX-100
solubiliza parcialmente os lipidios na membrana eritrocitdria, apenas acima da CMC:; jé o Brij
98 se insere na bicamada, em concentra¢des abaixo da CMC, e fragmenta a membrana em
microvesiculas, ndo ocorrendo uma solubilizagdo total ou parcial da membrana, como
previsto pela acdo de detergentes (Lichtenberg, 1985);

. Tanto nos experimentos em monocamadas quanto em bicamadas (GUVs)
preparadas a partir de lipidios extraidos de ghosts, ambos detergentes tiveram efeito
desestruturador da membrana: em concentragdes acima da CMC para o TX-100 e abaixo da

CMC para o Brij 98, evidenciando que ambos modelos experimentais foram eficientes;
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° O TX-100, em concentracdes acima da CMC, induziu a formacao de dominios
macroscopicos em GUVs preparadas a partir de lipidios extraidos de membranas
eritrocitarias; houve solubilizacdo da fracdo L4, restando uma vesicula insoldvel composta
principalmente por esfingomielinas e colesterol, com menor contraste de fases e sem
fluorescéncia, que se apresenta na fase L,;

° O tratamento da membrana sinaptossomal com os detergentes ndo idnicos TX-
100 e Brij 98 permitiu separd-la em fracdo solivel (mais densa) e insolivel (DRMs, menos
densa). Quanto maior a quantidade de detergente empregado, maior a separacdo entre as
fracdes, até 16 mM e 8 mM para o TX-100 e Brij 98, respectivamente;

. A MBCD se mostrou a melhor ciclodextrina para reduzir a quantidade de
colesterol da membrana sinaptossomal, ndo alterando o contetdo de fosfolipidios e proteinas,
quando usada até a concentragdo de 35 mM. A diminui¢do de 50% do conteudo de colesterol
presente nas membranas sinaptossomais foi alcancada com tratamento da mesma com uma
solugdo de 20 mM de MBCD;

. Os detergentes testados solubilizaram de forma diferencial a membrana
sinaptossomal, gerando DRMs com composi¢cdes diferentes, tanto a 4 quanto a 37 °C. As
DRMs de TX-100 sao ricas em colesterol e esfingomielinas e apresentam empacotamento
lipidico compativel com a fase L, de lipid rafts. Ja as DRMs de Brij 98 preservam a
composi¢do lipidica dos sinaptossomas, promovendo maior estabilidade as proteinas. O
aumento da temperatura favoreceu a solubilizacdo de fosfolipidios e proteinas pelo TX-100
enquanto que para o Brij 98, as proteinas foram mais facilmente solubilizadas, porém o
colesterol apresentou maior resisténcia a solubilizagdo a 37 °C;

° DRMs de membranas sinaptossomais preparados a partir de Brij 98 e TX-100
sdo vesiculas seladas e apresentam tanto os marcadores de lipid rafts (flotilina e proteinas do
citoesqueleto), quanto didmetro médio compativel aos desses microdominios (ca. 200 nm). A
flotilina foi encontrada exclusivamente nas DRMs preparadas a 4 °C, com ambos detergentes;

. O colesterol € o principal agente modulador de fases, aumentando o
empacotamento lipidico (medido por RPE) nas DRMs de membranas sinaptossomais
preparadas a partir de TX-100, evidenciando a formagdo de fase liquido-ordenada; ja as
DRMs de Brij 98 apresentaram menor empacotamento lipidico em relacdo as DRMs de TX-
100, o que pode ser justificado pela maior quantidade de proteinas, e pela presenga de

fosfolipidios da monocamada interna nas fra¢des obtidas com Brij 98;
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e As DRMs de TX-100 preparadas a partir de conteido reduzido de colesterol,
nao apresentaram variacao na fluidez, em relagcdo as DRMs de TX-100 preparadas a partir de
membranas integras, pois a diminuicao do conteddo de colesterol foi acompanhada por menor
teor de fosfolipidios. De um modo geral, a diminui¢do de colesterol também ndo alterou a
ordem da bicamada nas DRM de Brij 98, pois a diminuicdo do conteiido de colesterol foi

acompanhada por menor teor de proteinas destas.

Enfim, os resultados obtidos com a preparacdao de DRMs a partir de membranas
sinaptossomais do coértex de cérebro suino, apontam semelhancas com os DRMs de
membranas eritrocitarias (Casadei et al., 2014a), apesar da diferente composi¢do dessas
biomembranas, como por exemplo a razdo colesterol/proteina (0,3 na membrana eritrocitdria e
0,8 na membrana sinaptossomal). O que podemos concluir € que a formacdo de DRMs é mais
dependente do detergente utilizado do que da composicao da biomembrana e que existe uma
solubilizacdo preferencial pelos detergentes testados: TX-100 solubiliza preferencialmente
proteinas e os fosfolipidios PC, PS e PE, enquanto o Brij 98 fragmenta a membrana,
solubilizando mais colesterol do que fosfolipidios e proteinas. Mesmo que exista uma
interacao preferencial entre esfingomielinas e colesterol, que € mais resistente a solubilizagdo
pelo TX-100, esta interagdo ndo € observada (ou suficientemente forte) quando se usa Brij 98,
pois suas DRMs tem menor proporcao destes lipidios;

De acordo com os resultados obtidos com as diferentes abordagens experimentais
em membranas eritrocitdrias e sinaptossomais, podemos afirmar que somente o tratamento
das membranas biologicas com o detergente TX-100 foi capaz de isolar eficientemente
fracdes resistentes com caracteristicas de dominios lipidicos (lipid rafts): enriquecidas em
esfingomielinas, colesterol e flotilina; com fluidez caracteristica da fase Lo e com tamanho da

ordem de 20-300 nm).
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6. Perspectivas

. Testar o efeito de Brij 98 em GUVs compostas por diferentes concentra¢des de
fosfatidiletanolamina, colesterol, fosfatidilcolina e esfingomielina para verificar a separacdo
de fases L, e L4, a partir de sondas fluorescentes;

J Analisar a composicao dos dcidos graxos das DRMs sinaptossomais.

. Decompor e analisar por simulagdo espectral os espectros de RPE de DRMs de

TX-100 e Brij 98, a fim de entender a origem do sinal imobilizado do marcador na bicamada.
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RESISTENTES A DETERGENTES (DRM)”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Bruna Renata Casadei.

INSTITUICAO: Instituto de Biologia/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 03/04/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 25/05/10 (O formulério encontra-se no site acima)

IT - OBJETIVOS

Preparar DRMs de eritrdcitos através do uso de Brij 56,58 e 98, Tween-20 e litocolato de
sodio e comparé-las com as obtidas por Triton X-100. Caraterizar quanto ao contetido lipidico
(de colesterol) e protéico (total e especifico), DRMs preparadas a partir de Triton X-100, Brij
56,58 e 98, Tween-20 e litocolato de sodio. Caracterizar a estrutura de DRMs obtidas com Triton
X-100, Brij56, 58 e 98, Tween-20 e litocolato de sodio. Avaliar possiveis efeitos ou interagdes
de anestésicos locais com DRMs de eritrécitos verificar se DRMs da membrana eritrocitaria
podem ser isoladas e temperaturas superiores e 4°C. Variar foca iénica.

I11 - SUMARIO

Trata-se de um projeto experimental com amostra de sangue do Hemocentro, no qual
serdo utilizados alguns detergentes para identificar Eritrocitos Resistentes a Detergente (DRM).
A pesquisadora vai utilizar amostras de andnimas de sangue e, portanto solicita dispensa do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto contem um demonstrativo de orgamento
€ apresenta cronograma.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Ap0s respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
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restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do
Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item Iv.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envié-las também & mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VI I- DATA DA REUNIAO
Homologado na IV Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de abril de 2009.
Profa. Dyra. Ca "én Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMIVE DE ETICA EM PESQUISA
FCM/UNICAMP



