Micro-dominios de membrana
ou rafts lipidicas

A membrana plasmatica nao é fluida
sempre

A membrana nao é fluida nas seguintes situagoes:
*em regides de juncdes celulares (ex: juncdes selantes)

* em regides de micro-dominios de membrana (rafts)

Funcoes dos micro-dominios de
membrana

concentra proteinas especificas para:
* Endocitose

* Transdugéo de sinais

* Fusao de virus com célula hospedeira

* Fusao de espermatozéide com célula ovo

A membrana plasmatica € um mosaico fluido

A membrana
é toda FLUIDA
o tempo todo??

lipid molecule protein molecule

Micro-dominios de membrana (rafts):
regioes especializadas ricas em colesterol
e esfingolipideos
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Cadeias de acidos graxos mais longas nas rafts do que fora delas.
Isso restringe o movimento dos fosfolipideos em cada camada e
faz com que as rafts se movam como uma unidade.

O colesterol e os glicolipideos variam
muito entre diferentes membranas
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Composicao molecular tipica de um micro-dominio de
membrana

1 - regido nao-raft da membrana

2 - regido de raft membranar

3 - proteina integral de uma raft

4 - proteina integral de uma regido nao-raft

5 - glicosilagdes em lipideos e em proteinas de uma raft
6 - proteina ancorada a GPI

7- colesterol

8 - esfingolipideo

Justificativa biofisica para a existéncia de rafts:

lipideos isolados e proteinas isoladas podem se

organizar em formas vesiculares

lipideos sozinhos proteinas sozinhas

Lipid phase [ *
separation 5 ESCRT-l and -iI Clathrin

caveolina + s6 clatrina
lipideos

Micro-dominios podem se fundir ou se separar
de uma forma muito dinamica
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Mayor e Rao, Traffic 5: 231, 2004.

micro-dominios podem ser formadas apenas com a
presenca de colesterol e esfingolipideos

fosfolipideos colesterol e esfingolipideos
adicionados

Os micro-dominios variam numa faixa de 10-300 nm
de diametro (valor médio: 70 nm)

Algumas moléculas estao concentradas em
micro-dominios: Src, GPI, flotilina, GM1

proteinas com ancoras de GPI e quinases do tipo Src
se encontram concentradas em rafts




A membrana plasmatica da maioria das células
possue invaginacoes chamadas de cavéolas

Microscopia
eletronica de

Micro-dominios de membrana TEIE
(rafts) podem ser caveolares e
nao-caveolares
Microscopia

eletronica
“deep-etch”

Rothberg et al., Cell 68: 673, 1992

As caveolinas sao as principais proteinas As caveolinas tem a estrutura de “hairpin”
estruturais componentes das cavéolas

Cavéola
Camada externa

Invaginacéo indicando a formagao de uma cavéola com colesterol

glicoesfingolipideo

Monomeros de caveolina se organizam em homo-oligomeros

Cavéolas podem ser endocitadas e regular
Existem 3 tipos de caveolinas: caveolina-1,2 e 3 assim a presenca de moléculas na membrana
cavelina 1 - essencial para a formagao das cavéolas
caveolina 2 - presente em todos os tipos celulares junto com a 1

caveolina 3 - especifica de células musculares e endoteliais




As flotilinas 1 e 2 (ou reggie 1 e 2) sao proteinas
semelhantes as caveolinas e encontradas em
rafts e marcadoras destas estruturas
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Bauer e Pelkmans, FEBS Letters, 580, 2006

O ganglioside GM1 é um marcador
de micro-dominio de membrana

a toxina do célera se liga
especificamente a GM1 N
[

desta forma se pode
vizualizar as rafts com
GM1 fluorescente

Gy gangliside

Rafts podem ser isoladas através do uso de
detergentes nédo-idnicos (Triton X-100) e a frio (4 °C)

Isolation of Microdomains from Rat Hepatocytes

Isolated Plasma
hepatocytes membranes

— isolamento baseado no
— - — *_’ e E uso do detergente néio-
- ionico Triton X-100 para

Isopyenic centrifugation on

sucrose gradients solubilizar as membranas

Plasma membranes sonicated in Triton X-100 celulares, seguido de
s
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Como as rafts podem ser estudadas?

através de microscopia de fluorescéncia de células vivas ou fixadas
através do isolamento de rafts

através da desorganizacéo das rafts pela metil-beta-ciclodextrina (MbCD)

A droga metil-beta-ciclo-dextrina
(MCD) retira seletivamente
colesterol da membrana

micro-dominios de membrana (rafts)
sao ricos em colesterol, portanto a
MCD desorganiza rafts

O fracionamento de rafts leva a formacao de
fragcbes de membrana resistentes a
detergentes (DRM)
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as fragdes 4 e 5 sdo as fragdes de rafts




