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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer e uma desordem neurodegenerativa que leva a
perda progressiva e irreversivel da memoria e das demais funcdes cognitivas.
Sua patogénese envolve a cascata amildide, via pela qual a proteina precursora
amiloide (APP), ao ser alvo da beta-secretase (BACE1), inicia um processo de
clivagem proteolitica atraves do qual € produzido o peptideo beta-amildide
(AB). Ao sofrer processo de agregacao, este peptideo, na forma oligomerica ou
fibrilada, passa a exercer efeitos neurotoxicos importantes [1].

Os mecanismos que regulariam a cascata amildide ainda nao foram
completamente elucidados, poréem dados sugerem que a organizacao lipidica das
membranas e a dindmica de seus microdominios poderiam modular esta cascata
(Figura 1). O inicio do processamento amiloidogénico da APP por BACEL
estaria condicionado a uma colocalizacdo destas proteinas em microdominios de
membrana (rafts), ambiente no qual a enzima BACEL1 teria maior atividade [2].
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Figura 1. Compartimentaliza¢é@o do processo amiloidogénico nos rafts lipidicos

Bioguimicamente caracterizados por seu enriquecimento em colesterol e
esfingolipidios, os rafts funcionam como plataformas lipidicas especializadas,
capazes de compartimentalizar eventos celulares ao nivel de membrana, bem
como regular a atividade das mais diversas enzimas [3,4]. Os métodos
classicamente empregados para a extracdo e purificacao de rafts utilizam
detergentes nao ionicos (Triton X-100), que a baixas temperaturas
solubilizariam seletivamente os dominios nao-rafts das membranas, permitindo
0 posterior isolamento dos microdominios rafts por meio de gradiente de
densidade [5,6].

A critica feita a esta metodologia € a possibilidade de que proteinas
originalmente nao associadas aos rafts poderiam ser recuperadas nestes
microdominios, como efeito artefato da utilizacdo do detergente, gerando,
assim, falsas interpretacbes. Por este motivo, faz-se necessario o estudo
comparativo entre técnicas que utilizem ou néo detergentes, a fim de determinar
o melhor metodo para extracao e purificacdo dos rafts e avaliar a distribuicéao de
proteinas de interesse nos microdominios de membrana.

OBJETIVOS

1) Padronizar e comparar duas técnicas de extracdo e purificacdo de rafts
(com e sem 0 uso de detergente);

2) Avaliar a distribuicdo das proteinas APP e BACE1l nos diferentes
microdominios.

METODOLOGIA

Ratos Wistarde 6 meses

n=3 Decapitacio e dissecagdo do cortex

100 mg de cortex

Extracio derafts
com Triton X-100

Extracio derafts
por método livre de detergente

Homogeneizacdo em tampao
delise com detergente
(1XPBS (pH 8,0), 1% Triton- X 100, 1%
coquetel inibidor de proteases, 1mM PMSF, 5mM
NaF, ImM ortovanadato de sodio) [6]

Homogeneizacdo em tampao
delise livre de detergente
(1X PBS (pH 8.0). 1% coquetel inibidor de proteases,
1mM PMSF, 5SmM NaF, 1mM ortovanadato de sédio.
1mM CaCl,, ImM MgCl,) [8]

Centrifugacdo (1000xg por 10 minutos a 4°C)

Gradiente descontinuo de sacarose (42.5%/35% / 5%) [f]

Ultracentrifugacio (200.000xg por 18h a 4°C)

Separacdo de 14 fracdes (260uL)

Dosagem de /\ Western Blot [6]
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Figura 2. Gradientes de sacarose dos extratos obtidos com ou sem o emprego de detergente Triton X-100. A seta
aponta nuvem opaca entre as fases 5% e 35% de sacarose, que indicaria localizacdo da fracdo raft, e que foi
obtida apenas no método com emprego de detergente.
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Figura 3. Dosagem de colesterol das 14 diferentes fracdes dos extratos obtidos com ou sem o emprego de
detergente. O método com detergente forneceu melhor resultado quanto a distribuicédo de colesterol nas diferentes
fracOes, observando-se facilmente uma maior concentracao de colesterol nas primeiras fracoes do gradiente.
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Figura 4. Dot blot de GM1 para as 14 fracOes a partir dos extratos com Triton X-100 (superior) ou sem
detergente (inferior). Os resultados para as duas técnicas foram semelhantes quanto a este parametro.
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Figura 5. Western-blot das diferentes fracdes obtidas pelos métodos com Triton X-100 e livre de detergente,
respectivamente. A técnica com emprego de detergente permitiu uma melhor purificacdo dos rafts, como pode ser
observado pela maior concentracdo da proteina flotilina (marcadora de dominio raft) nas primeiras fracdes do
gradiente; e uma maior concentracdo de clatrina, proteina majoritariamente presente no dominio néo-raft, nas
ultimas fracdes do gradiente. Ambas as técnicas permitiram a observacdo de uma fracdo de APP e de BACEL1 nas
fracOes correspondentes aos rafts.

CONCLUSOES

* A técnica com emprego de detergente resultou em melhor extracdo e
purificacdo dos microdominios rafts (fracdo 3), uma vez que permitiu o
Isolamento de fractes mais enriquecidas em colesterol, com concentracéao
de GM1 e com melhor distribuicdo das proteinas marcadoras de dominio
raft (flotilina) e de dominio ndo-raft (clatrina);

« Ambos 0s processos extrativos permitiram identificar uma parcela das
proteinas amiloidogénicas APP e BACEL nas fracdes correspondentes aos
microdominios rafts de membrana, indicando que estas localiza¢des ndo sao
artefatos do uso de Triton X-100;

« A metodologia, aqui padronizada, representa uma importante ferramenta
para a identificacdo de drogas capazes de modular a distribuicao das
proteinas amiloidogénicas nos rafts lipidicos, e, desta forma, afetar cascata
amildide e possivelmente a progressado da doenca de Alzheimer [9].
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