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INTRODUÇÃO

A doença de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa que

afeta, de forma irreversível, a memória e as demais funções cognitivas. Sua

patogênese envolve a produção de um peptídeo beta-amilóide (Aβ) e sua

posterior agregação em fibrilas [1]. Trabalho recente do grupo demonstrou

que a administração de GM1, um gangliosídio componente das membranas

neurais, é capaz de minimizar os efeitos neurotóxicos do Aβ, prevenindo o

déficit de memória desencadeado pela administração i.c.v do peptídeo em

ratos Wistar machos [2]. Os mecanismos envolvidos na toxicidade do Aβ e

na neuroproteção do GM1 precisam ser, contudo, melhor elucidados.

Trabalho prévio do grupo e dados da literatura demonstram que o

peptídeo afeta a composição lipídica das membranas neurais [3, 4], o que

poderia alterar a estrutura, a organização e funcionalidade dos rafts

lipídicos.

Rafts são microdomínios de membrana enriquecidos em colesterol e

em esfingolípídios. Bioquimicamente caracterizados por sua insolubilidade

em detergentes não-iônicos (TritonX100), os rafts podem ser extraídos e

purificados através de gradiente de sacarose, utilizando-se como

marcadores das frações rafts os seguintes parâmetros: presença da

proteína flotilina (marcadora de raft), ausência ou menor conteúdo de

clatrina (domínio fosfolipídico), e alto conteúdo de colesterol.

Por representarem plataformas lipídicas responsáveis pela

compartimentalização de eventos celulares ao nível de membrana, e

regulação da atividade de enzimas membranares, a organização e

dinâmica dos rafts afetam as mais diversas vias sinalizatórias e funções

neurais, a incluir memória e neuroplasticidade. A desorganização ou

desmonte dos microdomínios, pode, portanto, ter participação nos danos

neurais observados em diversas patologias, a incluir a DA. [5, 6].

1) Avaliar o efeito da injeção (i.c.v) de Aβ1-42 fibrilado sobre a

integridade dos rafts lipídicos;

2) Avaliar o efeito da administração sequencial de Aβ e de GM1 sobre a

integridade dos rafts lipídicos, a fim de propor a análise da

composição e integridade dos microdomínios de membrana como

parâmetro bioquímico no estudo de doenças neurodegerativas e de

drogas neuroprotetoras.
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Nossos resultados demonstram que a injeção i.c.v do peptídeo

Aβ1-42 causa desmonte parcial dos microdomínios de membrana,

efeito este que é prevenido pela administração (i.c.v) de GM1.

Considerando o importante papel dos rafts enquanto plataformas

sinalizatórias, podemos sugerir que as alterações neurais e o déficit

cognitivo desencadeados pelo Aβ1-42 [2], bem como a neuroproteção

induzida pelo GM1 [2], envolvem alteração da estrutura e/ou

composição dos microdomínios de membrana. Mais estudos são

necessários, no entanto, para identificar quais proteínas teriam sua

distribuição nos rafts alterada pelo Aβ, e que consequências este

evento traria para sua atividade e funcionalidade.
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Figura 1. Microdomínos e organização das membranas biológicas
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Figura 2. Western-blot das diferentes frações obtidas de córtex e hipocampo para os três

grupos, o grupo controle (SHAM), o grupo Aβ e o grupo Aβ + GM1. A injeção i.c.v de Aβ1-42

promoveu, tanto no córtex quanto no hipocampo, alterações no padrão de distribuição das

proteínas flotilina (marcadora de domínio raft) e clatrina (majoritariamente presente no domínio

não-raft), sugerindo um desmonte parcial dos microdomínios de membrana. Por sua vez, a

administração de GM1, imediatamente após a injeção do peptídeo, foi capaz de preservar a

estrutura dos rafts, uma vez que preveniu os efeitos do Aβ sobre a distribuição proteica das

frações avaliadas.

CÓRTEX

HIPOCAMPO

Ratos Wistar machos (150 dias)

SHAM

(injeção i.c.v. de TRIS 

0,05 M)

Aβ

(injeção i.c.v. de 2nmol de 

Aβ1-42 fibrilado)

Aβ + GM1 

(injeção i.c.v. de Aβ e subsequente 

administração, também i.c.v. de 

GM1 0,3 mg/kg)

Reconhecimento de objetos

Eutanásia

Córtex cerebral/hipocampo dissecados [2]

Homogeneização em tampão de lise com Triton X-100 (1%) a 4ºC  [7]

Separação de 14 frações (260 µL)

100 mg tecido

Ultracentrifugação (200.000xg por 18h a 4ºC)

Gradiente descontínuo de sacarose (42,5% / 35% / 5%)

Western Blot [7] Dosagem de colesterol  [8]

Centrifugação (1000xg por 10 minutos a 4ºC)

1 mês depois

CÓRTEX

HIPOCAMPO

Figura 3. Dosagem de colesterol das diferentes frações obtidas de córtex e hipocampo. A

injeção i.c.v de Aβ1-42 promoveu, tanto no córtex quanto no hipocampo, alterações na

distribuição de colesterol entre as diferentes frações, sugerindo um desmonte parcial dos

microdomínios de membrana. No entanto, a administração de GM1, imediatamente após a

injeção do peptídeo, foi capaz de preservar a estrutura dos rafts, uma vez que preveniu os

efeitos do Aβ sobre a distribuição lipídica das frações avaliadas.
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