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RESUMO 

A visão atual sobre membranas biológicas abarca descrições cada vez mais 

complexas devido, principalmente, à descoberta de novos papéis atribuídos aos lipídios 

e sua heterogeneidade. Em particular a associação de esfingolipídios e colesterol, 

acrescida de proteínas específicas, constitui a base da formação de domínios 

membranares conhecidos como lipid rafts. Rafts são microdomínios funcionais de 

biomembranas e estão envolvidos em diversos processos biológicos como 

reconhecimento celular, endocitose, transdução de sinal, entre outros processos. Uma 

estratégia experimental para estudar esses domínios é a preparação de frações de 

membrana parcialmente resistentes ao tratamento com detergentes, a baixa 

temperatura (4°C). Neste trabalho demonstramos pela primeira vez o preparo e 

caracterização de frações resistentes a detergente (DRMs) extraídas de membranas de 

eritrócito humano, a partir do tratamento com os detergentes não iônicos polioxietileno 

20-oleil éter (Brij 98) e polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58), seguida de separação por 

ultracentrifugação em gradiente de sacarose. Essas DRMs foram obtidas a 4°C e 37°C, 

a partir de membranas intactas e com conteúdo reduzido de colesterol (após tratamento 

com metil- -ciclodextrina) e foram comparadas com DRMs de Triton X-100 (TX-100) em 

relação ao tamanho, conteúdo proteico e lipídico e grau de organização da bicamada. 

As frações de DRM de Brij mostraram-se enriquecidas em colesterol e fosfolipídios com 

ácidos graxos de cadeia saturada (em especial ácido lignocérico das esfingomielinas), 

características consistentes com lipid rafts. No entanto, DRMs de TX-100 apresentaram 

maior proporção de esfingomielinas/glicerofosfolipídios que as frações obtidas com Brij, 

além de menor proporção de fosfatidiletanolamina, um lipídio preferencial da 

monocamada interna da membrana de eritrócitos. Em relação à solubilização proteica, 

a membrana do eritrócito foi mais resistente ao tratamento com Brij 98 do que aos 

outros dois detergentes. Flotilina-2 e estomatina foram encontradas nas frações de 

DRMs de Brij 98 e Brij 58, porém a redução do conteúdo de colesterol da membrana 

eritrocitária resultou numa menor associação da flotilina-2 àquelas DRMs. Resultados 

de Ressonância Paramagnética Eletrônica, com uso de marcadores de spin do tipo 
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doxil-estearato não acusaram variação significativa no grau de empacotamento dos 

lipídios nas bicamadas de DRMs de Brij 98 e Brij 58 em relação à membrana 

eritrocitária, diferentemente do observado em DRMs de TX-100 e do que seria 

esperado para domínios lipídicos na fase líquido-ordenada. Em conclusão, DRMs de 

eritrócitos humanos, com características compatíveis aos domínios funcionais de 

biomembranas (rafts), foram obtidas tanto a 4ºC quanto a 37ºC; essas frações 

resistentes aos Brij apresentaram tamanho, composição proteica e lipídica e grau de 

empacotamento da bicamada diferente das DRMs de TX-100, indicando um processo 

de extração diferencial dos componentes da membrana eritrocitária induzida por esses 

detergentes. 
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Abstract 

Depiction of biological membranes has been turning more and more complex 

lately due to the new roles assigned to their lipid components and their heterogeneity. 

The association between sphingolipids and cholesterol is the basis of lipid rafts 

formation. Rafts are functional microdomains of biological membranes which have been 

associated to different biological processes such as cellular recognition, endocytosis and 

signal transduction, among others. An useful experimental approach to study lipid rafts 

is the preparation of membrane fractions partially resistant to detergents under low 

temperature (4ºC). In this work we report the isolation of detergent resistant membranes 

(DRMs) from human erythrocytes treated with the non-ionic detergents polioxyethylene 

20-oleoyl ether (Brij 98) and polioxyethylene 20-cetyl ether (Brij 58) followed by sucrose 

gradient ultracentrifugation. Such DRMs were obtained at 4°C and 37°C, from 

cholesterol-depleted (treated with methyl- -cyclodextrin) and intact erythrocyte 

membranes and they compared to DRMs obtained with Triton X-100 (TX-100) regarding 

the size, protein and lipid content and membrane fluidity. Brij DRMs were found to be 

enriched in cholesterol and phospholipids containing saturated fatty acids (especially 

those from sphingomyelin), features commonly associated to lipid rafts. Nevertheless, 

TX-100 DRMs presented higher sphingomyelin/phospholipid ratios and lower 

phosphatidylethanolamine content (a glycerophospholipid mainly present in the inner 

leaflet) than the Brij`s. As for protein solubilization, erythrocyte membranes were more 

resistant to Brij 98 than to the other two detergents. Flotillin-2 and stomatin were found 

in both Brij 98 and Brij 8 DRMs. However, flotillin-2 was partially solubilized when DRMs 

were prepared from cholesterol-depleted erythrocyte membrane. Electron paramagnetic 

resonance experiments, with doxyl stearic acid spin labels incorporated in the DRMs 

showed no significant changes in the bilayer compactness of Brij 98 and 58 DRMs in 

comparison to intact membrane, a unexpected result for lipid domains existing in a 

liquid-ordered phase, and in contrast to results previously observed with TX-100 DRMs. 

Altogether, these results show the isolation of DRMs from human erythrocytes treated 

with Brij 98 and Brij 58 at low (4°C) and physiological temperature (37°C). These 
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detergent-resistant membrane fractions, obtained with Brij 98 and 58 presented some 

lipid rafts features, although with differences in protein and lipid contents, size and 

membrane fluidity in comparison to TX-100 DRMs. Besides, these results suggest that 

TX-100, Brij 98 and Brij 58 induced a different solubilization process on the erythrocyte 

membrane. 
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INTRODUÇÃO 

1. Membranas biológicas 

As membranas biológicas abrigam uma variedade de processos bioquímicos 

vitais nas células. Elas agem não somente definindo o limite celular e dividindo a célula 

em compartimentos discretos, mas também constituem o ambiente necessário para a 

atividade de inúmeras proteínas. Além disso, elas organizam sequências de reações 

complexas, atuam na recepção/transdução de sinais e nas transformações de energia 

para a célula.  Em especial, as membranas plasmáticas formam a barreira que separa o 

citoplasma do meio que circunda a célula. Nutrientes e sinais externos que são 

essenciais para a proliferação e atividade celular devem atravessar essa barreira para 

entrar na célula, sendo a membrana plasmática um importante sítio para eventos de 

sinalização celular onde muitas proteínas de interesse terapêutico estão localizadas 

(Rajendran et al., 2010). 

As membranas plasmáticas são compostas por uma bicamada de lipídios onde 

proteínas estão inseridas e, apesar de conter uma grande fração de massa de 

proteínas, a bicamada lipídica é a chave da construção da membrana biológica 

formando uma matriz estrutural e oferecendo estabilidade mecânica e seletiva à 

permeação de íons e moléculas grandes (Machan & Hof, 2010). A composição e 

distribuição lipídica-proteica fazem das membranas biológicas estruturas fluídas, 

assimétricas e dinâmicas (Berg et al., 2007), cujas combinações variáveis de lipídios e 

proteínas são específicas para cada espécie e tipo celular (Nelson & Cox, 2006). As 

membranas possuem ainda uma porção de carboidratos, que aparecem em menor 

quantidade em relação aos outros componentes e são encontrados na forma de 

glicoproteínas e glicolipídios. Os componentes lipídicos das membranas formam uma 

barreira de permeabilidade e suas proteínas agem como um sistema de bombas e 

canais que conferem à membrana a permeabilidade seletiva (Berg et al., 2007). A 

passagem da água pela membrana, por exemplo, é facilitada por uma família de 

proteínas conhecidas como aquaporinas. Mais de dez aquaporinas diferentes de 
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mamíferos já foram identificadas, sendo a aquaporina-1 de eritrócitos humanos a 

primeira a ser descoberta e, provavelmente, a mais estudada (Benga, 2006). 

As duas monocamadas das membranas celulares são compostas por centenas 

de lipídios distribuídos assimetricamente, além de diversos tipos de proteínas. Em 

mamíferos, os glicerofosfolipídios e os esfingolipídios são os principais componentes 

lipídicos das biomembranas, além do colesterol que é uma das moléculas mais 

importantes na organização das membranas como uma barreira física. Esses lipídios 

expõem seus grupos polares ao meio aquoso, enquanto as cadeias de ácidos graxos e 

o núcleo da molécula do colesterol estão orientados para o interior de cada uma das 

monocamadas lipídicas, formando uma lamela de caráter hidrofóbico. O comprimento e 

o grau de insaturação dos ácidos graxos, constituintes dos glicerolipidios e 

esfingolipídios, são os principais determinantes da fluidez ou compactação da bicamada 

lipídica, seguidos pelo teor de colesterol, interações entre as cabeças polares de lipídios 

e associação com proteínas específicas (Yeagle, 2005). 

Os lipídios e a maioria das proteínas são livres para se difundirem lateralmente 

dentro da membrana enquanto o movimento de translocação entre as monocamadas é 

inexistente nas proteínas e menos frequente nos lipídios. O movimento dos lipídios 

entre as duas monocamadas pode ocorrer de forma ativa através de enzimas 

translocases ATP-dependentes conhecidas como flipases e flopases ou por uma 

espontânea translocação dos lipídios de um lado para o outro da bicamada, entretanto, 

esse último processo é extremamente lento devido à alta barreira energética imposta 

pela resistência da passagem dos grupamentos polares através do interior hidrofóbico 

da bicamada e também pela resistência adicional imposta pelo aumento da tensão 

lateral desenvolvida quando lipídios em translação se inserem na outra monocamada 

(Sackmann, 1995; Devaux et al., 2008; Contreras et al., 2010).  

Os lipídios que constituem as membranas apresentam uma grande variedade 

de cadeias acilas e grupos polares, em várias combinações. Além disso, a composição 

diferencial de lipídios e proteínas nas monocamadas interna e externa intensifica a 
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assimetria das membranas, que é fundamental para que as mesmas exerçam seus 

papéis estruturais e funcionais.  

Na membrana plasmática de mamíferos, dos tipos de lipídios majoritários, a 

fosfatidilcolina (PC) e a esfingomielina (SM) estão principalmente localizadas na 

monocamada externa enquanto a fosfatidiletanolamina (PE) e a fosfatidilserina (PS) 

estão exclusivamente presentes na monocamada interna (Contreras et al., 2010). Em 

pH fisiológico, PC, PE e SM são moléculas zwiteriônicas, com carga negativa no grupo 

fosfato (pKa PO4
- 1) e carga positiva no grupo amino (pKa NH3

+ = 11,25), enquanto  

PS são moléculas com carga negativa (pKa PO4
- 1, pKa NH3

+ = 11,25, pKa COO- = 

5,5). Lipídios como PE e PS não são apenas componentes estruturais das bicamadas, 

mas também desempenham um importante papel como reguladores de fase de outros 

lipídios de membrana; outros lipídios como fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) e 

ácido fosfatídico (PA) participam de processos cruciais para o funcionamento celular 

(por exemplo, transdução de sinal, transporte ativo e atividades de enzimas) (Wydro, 

2011a). Já a distribuição do colesterol entre as monocamadas ainda não é bem 

conhecida, mas sabe-se que ele está presente nas duas monocamadas. A manutenção 

da assimetria lipídica é um processo importante para uma variedade de processos 

celulares (Pomorski & Menon, 2006), por exemplo, a exposição de PS na superfície 

celular é observada em células vasculares tumorais, mas não em células normais (Ran 

et al., 2002); outro exemplo é a apoptose celular: macrófagos reconhecem células com 

PS exposta na superfície e iniciam a fagocitose da célula. A estrutura química dos 

grupos polares dos fosfolipídios de membrana e do colesterol estão representadas na 

Figura 1.  
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Figura 1. Estrutura química do colesterol e dos fosfolipídios: fosfatidilglicerol (PG), 
fosfatidiletanolamina (PE), ácido fosfatídico (PA), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina 
(PC), fosfatidilinositol (PI) e esfingomielina (SM), onde R representa a cadeia 
hidrocabônica. 

Já as proteínas de membrana são classificadas de acordo com sua disposição 

na membrana: as integrais ou intrínsecas e as periféricas ou extrínsecas. A remoção 

das proteínas integrais, que estão fortemente associadas com a bicamada, só ocorre 

por agentes capazes de romper interações hidrofóbicas entre proteínas e lipídios, como 

os detergentes, solventes orgânicos ou outros agentes desnaturantes. Já as proteínas 
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periféricas, por estarem associadas com a membrana através de interações 

eletrostáticas ou ligações de hidrogênio, podem ser removidas por tratamentos 

moderados como alterações no pH, na força iônica e ainda pelo tratamento com uréia 

ou carbonato (Santos & Ciancaglini, 2000; Yeagle, 2005). Além disso, algumas 

proteínas associadas à membrana pelo lado citoplasmático, juntamente com proteínas 

integrais, formam uma malha rígida, o citoesqueleto, que ajuda a manter a integridade 

da célula (Murador & Deffune, 2007; Chichili & Rodgers, 2009). 

O modelo do mosaico fluído de Singer e Nicolson (1972), proposto há quase 40 

anos, foi e ainda é muito importante para compreensão da membrana plasmática. Neste 

modelo, proteínas se difundem lateralmente, em um ambiente lipídico homogêneo. Este 

modelo encontrou suporte no trabalho de Frye e Edidin (1970), que demonstraram a 

difusão de proteínas através da membrana plasmática de células fundidas. Por diversas 

décadas, pesquisadores foram dominados pela idéia de que as proteínas de 

membranas eram o fator chave para a funcionalidade da membrana, enquanto os 

lipídios eram considerados como agentes passivos, servindo apenas como um solvente 

fluído para aquelas (Simons & Gerl, 2010).  Embora após quase 4 décadas da 

publicação de Singer e Nicolson (1972) a elegância do modelo do mosaico fluido ainda 

seja fascinante, a membrana plasmática têm sido gradualmente envolvida em 

descrições mais complexas, principalmente pela elucidação do papel dos lipídios e sua 

heterogeneidade. 

Em 1974, os estudos sobre efeito da temperatura no comportamento da 

membrana biológica levaram alguns pesquisadores a propor a presença de agregados 

lipídicos em membranas (Lee et al., 1974).  No ano seguinte, Wunderlich e cols. (1975), 

sugeriram que esses agregados lipídicos representavam regiões mais organizadas da 

membrana (fase “quase-cristalina”) cercadas por uma região mais fluida (líquido-

cristalina). Em 1978, essa idéia foi refinada como sendo uma região onde os lipídios 

estariam num estado mais ordenado (Wunderlich et al., 1978). O conceito de domínios 

lipídicos foi formalizado somente alguns anos mais tarde, quando Karnovsky e cols 

(1982) observaram heterogeneidade no decaimento do tempo de vida do fluoróforo 1,6-
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difenil-1,3,5 hexatrieno (DPH) incorporado em diferentes tipos de membranas 

biológicas, indicando assim a presença de várias fases no ambiente lipídico da 

membrana (Karnovsky et al., 1982). 

A partir daí vários modelos de domínios de membrana foram descritos e em 

1997, Simons e Ikonen, estabeleceram o modelo dos lipid rafts em que associações 

entre esfingolipídios, colesterol e proteínas específicas poderiam atuar em processos de 

sinalização, infecção viral e tráfego celular. Assim lipid rafts ou simplesmente rafts, são 

microdomínios existentes em biomembranas e que se diferenciam em composição 

lipídica, proteica e em parâmetros estruturais e dinâmicos. O conceito de rafts trouxe à 

tona o papel dos lipídios, dando-lhes uma função e especificidade química dentro do 

plano da bicamada (Simons & Gerl, 2010). 

Além do modelo de lipid rafts, baseado nas interações lipídio-proteína, outros 

modelos de domínio de membrana, como aqueles baseados nas interações proteína-

proteína e lipídio-lipídio, também têm sido descritos (Quinn, 2010). Além disso, o 

envolvimento do citoesqueleto é considerado em apenas alguns desses modelos. 

1.1. Lipid Rafts 

A hipótese de lipid rafts foi originalmente desenvolvida como uma explicação 

para a distribuição lipídica heterogênea no plano da bicamada, com o enriquecimento 

de glicoesfingolipídios e proteínas específicas nos pólos da membrana apical de células 

epiteliais (Simons & Van Meer, 1988). Ao contrário do sinal específico usado por 

proteínas, não se conhecia o fator que pode organizar a distribuição lateral de lipídios 

na membrana. Para os domínios das células epiteliais polarizadas, Simons e Van Meer 

(1988) hipotetizaram que as propriedades associativas dos glicoesfingolipídios como 

sua capacidade de formar pontes de hidrogênio, poderiam levar à formação de 

microdomínios de membranas.  

Para compreensão do conceito de lipid rafts é necessário levar em 

consideração as características físico-químicas fundamentais das membranas: sob 
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aquecimento, bicamadas compostas de fosfolipídios puros apresentam duas principais 

fases que são dependentes da temperatura. Em temperaturas baixas (abaixo da 

temperatura de transição de fases principal (Tm), que é dependente do comprimento e 

do grau de insaturação da cadeia acila), a bicamada se encontra na fase gel (So), que 

possui um ordenado arranjo das cadeias acilas e mobilidade restrita dos lipídios. Acima 

da Tm a bicamada está na fase líquido-desordenada (Ld) onde as cadeias acilas em 

conformação trans-gauche movimentam-se com alto coeficiente de difusão e alta 

amplitude de rotação ao redor destas ligações dentro do plano da bicamada, conferindo 

caráter fluido e desordenado à bicamada (Brown & London, 1998; van Meer et al., 

2008).  

Além desses conceitos fundamentais, diversos estudos biofísicos que utilizam 

membranas modelo constituídas de dois ou três componentes lipídicos diferentes têm 

dado suporte a teoria dos lipid rafts, especialmente no que diz respeito à formação de 

uma fase intermediária entre as So e Ld, característica de lipid rafts. Quando a bicamada 

é formada por dois tipos de lipídios com diferentes Tm, a separação de fases pode 

ocorrer, e as fases So e Ld podem coexistir. A fase gel (So) não existe em membranas 

biológicas (compostas por uma mistura de lipídios), mas a separação de fases entre 

duas fases fluídas pode ocorrer quando o colesterol esta presente (Wi niewska et al., 

2003; van Meer et al., 2008). Na presença de colesterol e lipídios com cadeia longa e 

saturada, uma terceira fase pode ser formada, a fase líquida ordenada (Lo) 

caracterizada não somente pela limitada ordem das cadeias acilas, mas também pelo 

alto grau de difusão lateral pela bicamada, como ocorre na fase Ld (Veatch & Keller, 

2005; Brown, 2006).  

Em membranas modelo, domínios na fase Lo podem coexistir com domínios na 

fase Ld e com domínios na fase gel (onde os lipídios apresentam as cadeias acila 

extremamente ordenadas e são praticamente estáticos) (Brown, 2006). Numa mistura 

de três componentes lipídicos reconstituídos em vesículas unilamelares gigantes 

(GUVs), por exemplo, pode-se variar o tamanho da fase Lo e Ld mudando sua 

composição (Veatch & Keller, 2002), obtendo-se microdomínios que varia de tamanhos 
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maiores até os microscopicamente indetectáveis. De forma semelhante, domínios como 

lipid rafts foram visualizados em GUVs isoladas a partir de lipídios extraídos da 

membrana de rins de ratos (Dietrich et al., 2001). No entanto, é importante ressaltar que 

membranas modelos não são afetadas pela atividade de processos celulares, tais como 

tráfego de vesículas e não são sustentadas pelo citoesqueleto (Fan et al., 2010) como 

ocorrem em sistemas in vivo, e, portanto, esses sistemas podem apresentar 

comportamentos distintos daquele em biomembranas. Um outro aspecto bastante 

importante, tem sido demonstrado tanto em sistemas de membrana modelo quanto em 

membrana plasmática, em que a subunidade B da toxina da cólera ligada ao 

gangliosídeo GM1 pode induzir a separação lateral de fases. Essa observação chama a 

atenção para o papel crítico da interação proteína-lipídio na formação de microdomínios 

(rafts) in vivo (Lingwood et al., 2009).  

Atualmente, os lipid rafts são definidos como microdomínios existentes in vivo, 

altamente dinâmicos, funcionais e que são constituídos por esfingolipídios, colesterol e 

proteínas específicas que se associam e se dissociam na escala de segundos (Pike, 

2009). Esses microdomínos se encontram no estado Lo e a maioria dessas proteínas é 

ancorada à membrana via GPI (glicosilfosfatidilinositol) localizado na monocamada 

externa, ou via dupla acilação (Quinn, 2010; Salaun et al., 2010). Além disso, lipid rafts 

também contêm proteínas específicas, como por exemplo, estomatinas, flotilinas e 

aquaporina-1, que preferencialmente particionam dentro desses microdomínios 

(Schnitzer & Oh, 1996; Pike, 2004; Staubach & Hanisch, 2011). Essas e outras 

proteínas apresentam, portanto, alta afinidade por ambientes lipídicos organizados, 

como os domínios na fase Lo. 

Embora muitos estudos tenham sido feitos descrevendo a natureza das proteínas 

que estão inseridas nos rafts, a inclusão dessas proteínas nos rafts ainda carece de 

maiores elucidações (Lingwood et al., 2009). No entanto, sabe-se que proteínas 

ancoradas ao GPI, além de aciladas por palmitoilação e miristoilação são as principais 

formas de associação das proteínas dos lipid rafts (Pike, 2009) (Figura 2). 
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 Recentes estudos têm demonstrado a interação entre o citoesqueleto e os lipid 

rafts. Nesses estudos, o papel do citoesqueleto como agente estabilizador dos rafts, 

proveria um caminho para a formação desses domínios, de maneira a favorecer ou 

inibir as funções desses microdomínios (Chichili & Rodgers, 2009; Owen et al., 2009; 

Pike, 2009; Simons & Gerl, 2010). Entretanto, mais estudos são necessários para 

entender a relação do citoesqueleto com os microdomínios lipídicos. 

 

Figura 2. Modelo esquemático da estrutura lipídica-protéica de lipid rafts. Associação 
de colesterol com lipídios tais como esfingolipídios, formam domínios de fase Lo com 
propriedades físicas e biológicas únicas. Proteínas associadas a esses domínios são 
frequentemente aciladas ou ancoradas ao GPI. Proteínas transmembranares se 
localizam nas bordas dos rafts com os domínios voltados para a fase Ld enquanto as 
cadeias de palmitato se posicionam adjacentes ao domínio Lo. 

Apesar da dificuldade para observar os lipid rafts in vivo, muitas evidências, 

embora indiretas, corroboram sua existência (Simons & Gerl, 2010). É consenso atual 

que in vivo os rafts são microdomínios altamente dinâmicos, com características de 

dimensão linear na ordem de 20-200 nm, com tempo de vida entre 10-2s a 103s e 
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distribuição espacial que pode depender da ligação das proteínas desses 

microdomínios com o citoesqueleto (Lillemeier et al., 2006). 

O mecanismo de infecção de vários patógenos está relacionado com a 

formação de lipid rafts, no qual utilizam proteínas e lipídios constituintes dos rafts para 

poder entrar na célula (Rajendran et al., 2010). Como exemplos do mecanismo de 

infecção estão o antígeno protetor (proteína da toxina causadora do antraz) que se liga 

a proteínas ancoradas ao GPI para entrar na célula e a toxina da cólera que utiliza os 

gangliosídios (Gruenberg & van der Goot, 2006). Outro exemplo seriam os receptores 

CD4 e quimicionas (envolvidos na entrada do vírus HIV na célula hospedeira) que se 

encontram particionados em lipid rafts (Popik et al., 2002). Os rafts também estão 

presentes em membranas de fungos como exemplo Histoplasma capsulatum e 

Paracoccidiodes brasiliensis (Maza et al., 2008; Ywazaki et al., 2011) e em protozoários 

como os da espécie Leishmania (Tanaka et al., 2007; Suzuki et al., 2008) e 

Trypanosoma cruzi (Fernandes et al., 2007; Takahashi et al., 2009). Dessa forma, as 

propriedades funcionais dos domínios de membranas que estão envolvidas na 

viabilidade celular e nas patologias, ressaltam a importância de compreender a 

estrutura detalhada das membranas e os mecanismos de formação dos domínios. 

Devido à formação e partição de proteínas específicas dentro desses domínios 

de membranas serem processos altamente dinâmicos e devido ao pequeno tamanho e 

a natureza transiente destes, existe uma grande dificuldade em visualizar os lipid rafts 

in vivo (Rajendran et al., 2010). Uma das estratégias para estudar sua existência e 

função tem sido obtida por meios bioquímicos e técnicas indiretas tais como a extração 

de frações de membranas resistentes a detergente (DRMs) a 4ºC  (Schuck et al., 2003; 

Pike, 2004; Pike et al., 2005; Brown, 2006; Ingelmo-Torres et al., 2009). Essa estratégia 

foi combinada com o uso de metil- -ciclodextrina (M CD) para extrair colesterol das 

membranas celulares. O fato de proteínas encontradas nas DRMs serem solubilizadas 

após tratamento com M CD, indica possível associação com rafts e, dessa forma, a 

funcionalidade dessas proteínas dependeria da presença desses domínios enriquecidos 

de colesterol in vivo (Simons & Gerl, 2010). 
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1.2. Membranas Resistentes a Detergente (DRMs) 

A caracterização bioquímica dos microdomínios de membranas, constituídos 

principalmente de esfingolipídios e colesterol, é tradicionalmente baseada na sua 

extração, através do tratamento de células ou de membranas celulares com o 

detergente não-iônico TX-100 à 4ºC. Esse tratamento resulta na geração de estruturas 

conhecidas como membranas resistentes a detergente (DRMs). Brown & Rose (1992) 

relataram o primeiro trabalho onde esfingolipídios e proteínas ancoradas ao GPI 

presentes em membranas de células epiteliais, insolúveis ao tratamento com TX-100 à 

4ºC e foram separadas por apresentar baixa densidade após ultracentrifugação em 

gradiente de sacarose.  

Essas frações resistentes apresentam baixa densidade (aproximadamente 

1,09-1,12 g/mL) devido à maior massa de lipídios em relação às proteínas, 

diferentemente do encontrado na membrana intacta (Brown & Rose, 1992; Hope & Pike, 

1996; Locke et al., 2005). Outros detergentes, além do TX-100, também têm sido 

utilizados para isolar DRMs, tais como colato de sódio, CHAPS, Tween-20, pluronic F-

127, Brij 96, Brij 98, Brij 58, Lubrol WX e C12E8 (Schuck et al., 2003; Delaunay et al., 

2008; Crepaldi Domingues et al., 2009; Jakop et al., 2009; Waugh & Hsuan, 2009; 

Domingues et al., 2010). 

Em relação a sua constituição, DRMs são geralmente pobres em proteínas 

transmembranares que apresentam -hélices hidrofóbicas, mas são enriquecidas em 

proteínas ancoradas ao GPI, alguns receptores transmembranares e canais (Benting et 

al., 1999; Moffett et al., 2000; Ridyard & Robbins, 2003), além de proteínas aciladas por  

ácido mirístico e ácido palmítico (Luna et al., 2005). Portanto, flotilinas que são 

proteínas miristoiladas e multiplamente palmitoiladas (Neumann-Giesen et al., 2004) 

são frequentemente encontradas em DRMs de diferentes membranas plasmáticas 

(Ciana et al., 2005; Pike et al., 2005; Delaunay et al., 2008; Crepaldi Domingues et al., 

2009). Já entre as proteínas transmembranares comumente excluídas das DRMs 

encontram-se algumas tirosina fosfatases (Janes et al., 1999; Young et al., 2005). 
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Estudos com membranas modelo demonstraram que a detecção de domínios 

na fase Lo após tratamento de determinadas misturas de lipídios ricas em colesterol 

com TX-100 somente é possível quando essas misturas já apresentavam domínios na 

fase Lo, antes da ação do detergente (Ahmed et al., 1997). Já o tratamento de 

bicamadas lipídicas compostas de fosfolipídios, colesterol e esfingomielina, contendo 

domínios nas fases Ld e Lo, com TX-100 resultou na solubilização seletiva dos domínios 

na fase Ld e relativa preservação dos domínios na fase Lo (Dietrich et al., 2001). Outros 

estudos revelaram ainda que a separação das fases Ld  e Lo pode ocorrer a 37°C, em 

misturas lipídicas com concentrações fisiológicas dos tipos de lipídios que formam 

essas fases (colesterol, fosfolipídios insaturados e esfingolipídios), de modo que a 

separação de fases seria plausível de ocorrer também em membranas biológicas 

(Silvius, 2003). Juntamente, esses resultados sugerem que DRMs isoladas de 

membranas biológicas poderiam, também, ser formadas a partir de domínios (rafts) pré-

existentes (Brown, 2006). Além disso, a presença de proteínas em DRMs sugere que as 

mesmas encontram-se concentradas em microdomínios naturais nas membranas 

biológicas, conferindo um importante papel funcional aos rafts (Brown, 2006).  

Baseado-se na importância que tem o colesterol na formação da fase Lo e na 

estabilidade de proteínas ali contidas, experimentos têm sido realizados com 

membranas com conteúdo reduzido (depletadas) de colesterol, como meio de 

desorganizar estruturas na fase Lo, presentes em rafts de membranas biológicas 

(Hancock, 2006). Mudanças no conteúdo de colesterol podem resultar em alterações no 

ambiente físico dos rafts remanescentes e, consequentemente, nos tipos de lipídios que 

podem particionar nesses domínios (Pike, 2004).  

1.3. Lipid rafts versus DRMs 

Embora muitos trabalhos utilizem a detecção de proteínas específicas em 

frações de DRMs para avaliar sua afinidade por rafts de membranas biológicas, ainda 

há muita controvérsia sobre a relação existente entre rafts e DRMs. O centro da 

polêmica é se existe relação entre a composição e estrutura de DRMs preparadas com 
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detergentes a 4ºC e os domínios que são componentes funcionais das membranas de 

células vivas (Lichtenberg et al., 2005). 

Existem dois aspectos principais que dão origem a essa discussão. 

Primeiramente o método convencional de isolamento de DRMs envolve o tratamento de 

membranas a 4ºC por períodos de tempo relativamente longos. A temperatura é 

conhecida por ser o maior fator na dinâmica de lipídios e temperaturas baixas são 

conhecidas por provocar associações lipídio-lipídio e lipídio-proteína, que não 

ocorreriam in vivo, em temperaturas maiores. Diversos exemplos na literatura 

descrevem que as frações obtidas à 4ºC seriam solubilizadas a 37ºC (Sot et al., 2006). 

Além disso, mesmo membranas contendo esfingomielina e colesterol seriam 

solubilizados mais facilmente a baixas temperaturas devido ao fato da bicamada 

acomodar uma quantidade menor de monômeros do detergente antes da ruptura e 

formação de micelas mistas (lipídio-detergente) (Sot et al., 2002). Segundo Heerklotz 

(2002), o detergente usado para obtenção de DRMs poderia estar criando domínios e 

causando a mistura e retenção de proteínas e lipídios, independentemente da sua 

afinidade por ambientes ordenados. Sabe-se que existe uma forte tendência do TX-100 

solubilizar seletivamente fosfolipídios presentes na monocamada externa da membrana 

celular, podendo ser esta a razão da fusão de domínios enriquecidos em esfingolipídios 

e colesterol (Koumanov et al., 2005; Lichtenberg et al., 2005; Ingelmo-Torres et al., 

2009), nos rafts. 

Lichtenberg e cols. (2005) descreveram aspectos do fenômeno da resistência 

de componentes da membrana à detergentes e concluíram que DRMs não podem ser 

identificadas como entidades in vivo (rafts), presentes nas membranas biológicas. De 

acordo com aqueles autores, DRMs seriam apenas o resultado da solubilização 

incompleta de membranas por detergentes e essa resistência seria determinada por 

fatores termodinâmicos e cinéticos; enquanto os rafts foram definidos como 

microdomínios transientes de membrana, existentes in vivo e constituídos, 

principalmente, de esfingolipídios e colesterol. Neste raciocínio, a presença de uma 

determinada molécula em DRMs não necessariamente significaria sua localização em 
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rafts. De qualquer maneira, segundo esses autores, a tendência de uma molécula em 

se inserir em DRMs pode ocorrer por diversas razões como: preferência por um 

ambiente de membrana mais organizado; interação preferencial com o colesterol ou 

glicolipídios; ou favorecimento da formação de uma região de maior compactação na 

membrana (Lichtenberg et al., 2005), o que também determinam a composição dos 

rafts. Outras limitações atribuídas às DRMs se baseiam na definição do tamanho, 

propriedades e dinâmica de microdomínios existentes nas membranas biológicas, uma 

vez que para a formação das DRMs se emprega a ruptura da membrana, sob 

condições pré-determinadas (uso de detergente e baixa temperatura).  

Nos últimos anos, porém, algumas estratégias diferentes da usual têm sido 

adotadas no intuito de isolar frações de membrana (domínios) na ausência de artefatos. 

Uma delas é o tratamento de membranas com detergente a 37ºC, o que evitaria 

mudanças de fase dependentes de temperatura e garantiria que as membranas 

permanecessem em temperatura fisiológica (Drevot et al., 2002; Chen et al., 2009b; 

Domingues et al., 2010) durante a solubilização. 

Outros métodos, ainda, evitam o uso de detergentes por completo. Porém, 

esses métodos não estão excluídos das críticas associadas aos tratamentos a baixa 

temperatura. Nomalmente, esses métodos dependem de irradiação ultra-sônica, 

sempre realizada a baixas temperaturas, sendo que o tratamento de ultra-som em si 

tem conseqüências ainda não totalmente conhecidas sobre os componentes da 

membrana (Kim et al., 2009). Para isolar microdomínios de membranas ricos em 

caveolina na ausência de detergentes, Song et al. (1996) descreveram o uso de 

carbonato de sódio em suas preparações com células renais de cães - MDCK (Madin-

Darby canine kidney), enquanto Smart et al. (1995), a partir de células de fibroblastos 

humanos, utilizaram um método de preparação consistindo de um processo de 

purificação em duas etapas, baseado na densidade dessas estruturas em gradiente de 

OptiPrep (solução de iodixanol - relativamente inerte do ponto de vista osmótico e 

empregado na separação de organelas celulares) em substituição ao gradiente de 

sacarose; em ambos os processos as membranas foram sonicadas para obtenção de 
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pequenos fragmentos, antes da separação por centrifugação em gradiente de 

densidade. Curiosamente, as frações de baixa densidade (supostamente rafts) obtidas 

por esses métodos revelaram também ser enriquecidas em esfingolipídios e colesterol, 

em relação às membranas originais. No entanto, diferentemente das frações obtidas 

com uso de detergentes, essas frações de membrana não se mostraram com menor 

conteúdo de glicerofosfolipídios (Pike, 2004). Um método mais simples e que também 

utiliza OptiPrep na ausência de detergente foi descrito por Macdonald & Pike (2005) 

para membranas de diferentes tipos celulares (células de ovário de hamster chinês, 

células HeLa, e células tumorais MDA-231 de mama). De acordo com esses autores, o 

ponto crítico da preparação foi à remoção do quelante de cálcio EDTA (conhecido por 

alterar a distribuição de proteínas em DRMs) e a inclusão de cátions de sódio e 

magnésio nos tampões de lavagem e lise das membranas, a fim de promover um 

ambiente catiônico semelhante ao fisiológico encontrado no citoplasma dessas células 

e, assim, preservar a estabilidade da bicamada. Outra técnica alternativa é o isolamento 

de frações de membrana através de qualquer método que não utilize detergentes, 

seguido do imunoisolamento que se caracteriza pelo uso de anticorpos, tais como anti-

flotilina, anti-caveolina e outras proteínas marcadoras de rafts, naquelas frações de 

membrana purificadas (Pike, 2006; Shah & Sehgal, 2007), permitindo um maior 

detalhamento do microambiente associado a essas proteínas específicas, considerando 

a existência de possíveis subgrupos dos rafts.   

Considerando que diferentes metodologias de isolamento de domínios de 

membrana podem resultar em diferentes composições destes, Pike (2004) propôs que 

os rafts devem ser definidos pelas suas funções e não pelo método pelo qual são 

isolados das membranas biológicas. Ainda de acordo com aquela autora, a utilização do 

termo DRMs como definição operacional dos rafts deve ser evitado. Esta definição 

operacional é bastante difusa nos dias atuais, uma vez que muitos pesquisadores 

lançam mão dessa propriedade das membranas de resistência a detergentes (em baixa 

temperatura) para caracterização bioquímica dos rafts.  
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Considerando-se então as definições para rafts e as limitações existentes nas 

metodologias empregadas para seu isolamento e identificação, é evidente a dificuldade 

de estabelecer uma correlação entre os microdomínios detectados por diferentes 

técnicas, explicando assim o motivo pelo qual aspectos bioquímicos e biofísicos destes 

microdomínios tem sido alvo de tantos debates na literatura. No campo da biofísica, as 

técnicas espectroscópicas mais utilizadas para estudo dos rafts e DRMs são: 

fluorescência (supressão, microscopia, transferência de energia de ressonância de 

fluorescência-TERF, espectroscopia de correlação de fluorescência) (Glebov & Nichols, 

2004; Sharma et al., 2004; Hess et al., 2005; Kahya, 2006; He & Marguet, 2010; 

Mikhalyov & Samsonov, 2011), ressonância paramagnética eletrônica, EPR (Rivas & 

Gennaro, 2003; Subczynski & Kusumi, 2003; Domingues, 2009; Domingues et al., 

2010), ressonância magnética nuclear, RMN (Polozov & Gawrisch, 2004; Veatch et al., 

2004), microscopia de força atômica, MFA (Garcia-Manyes & Sanz, 2010; Giocondi et 

al., 2010), single-particle tracking, SPT (Lommerse et al., 2004; Douglass & Vale, 2005; 

Jin & Verkman, 2007) e optical trapping (Pralle et al., 2000).  

Técnicas biofísicas juntamente com técnicas bioquímicas permitem a 

caracterização desses microdomínios. Algumas dessas técnicas permitiram detectar o 

tamanho dos rafts em membranas intactas (tabela 1). No entanto, o tamanho dos rafts 

ainda é motivo de controvérsias, por isso muitos estudos estão em andamento para 

elucidar o tamanho, forma e tempo de vida.  

Análises proteômicas feitas em microdomínios isolados com e sem detergentes 

revelaram que as DRMs apresentam uma menor diversidade protéica apresentando 

material bastante puro para análise proteômica, com grande quantidade de proteínas 

dependentes de colesterol e proteínas envolvidas na sinalização e tráfego celular, onde 

se incluem as proteínas G, tirosinas quinases e proteínas fosfatases (Foster et al., 

2003; Stanislas et al., 2009; Zheng & Foster, 2009). Outras proteínas consideradas 

como marcadoras de lipid rafts como flotilina, caveolina e âncoras-GPI também são 

observadas em análises proteômicas e western blotting de DRMs. 
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Tabela 1. Distribuição de tamanhos de rafts determinados por várias técnicas 
bioquímicas e biofísicas em diferentes membranas modelo e biológicas. 

Membrana Método de detecção Tamanho (nm) Referência 
RBL a Imunodetecção (Thy-1) <100nm Wilson et al., 2000 

Fibroblastos TERF 6-900nm Hess et al., 2005 
CHOb TERF 4-5nm Sharma et al., 2004 

Levedura Confocal  300nm Malínská et al., 2003 
Jurkat T-cell SPT <250nm Douglass & Vale, 2005 

3T3 cells SPT  200nm Lommerse et al., 2004 
a Rat basophilic leukaemia 
b Chinese hamster ovary 
 

1.4. Membrana Eritrocitária  
O eritrócito é um bom modelo para estudo de membrana celular porque ele é 

uma célula de fácil obtenção, em grande quantidade, não contêm núcleo nem organelas 

internas e a desestabilização da estrutura de sua membrana é facilmente monitorada 

pela liberação da hemoglobina intracelular (Malheiros et al., 2004). Por todas essas 

características, o eritrócito tem sido extensivamente estudado e é uma das células mais 

bem conhecidas em termos de estrutura, função e genética.  

Eritrócitos humanos são células bicôncavas discóides com diâmetro de 

aproximadamente 8 µm, superfície da área cerca de 140 µm2 e um volume de 100 µm3. 

Seu tempo de vida médio é de 120 dias na circulação sanguínea e o excesso da área 

da superfície do eritrócito juntamente com a elasticidade de sua membrana, conferem a 

flexibilidade necessária para essas células passarem pelos capilares sinusóides, de 

dimensões inferiores a delas (Chasis & Shohet, 1987; Maier et al., 2009). Essas 

propriedades dinâmicas da membrana do eritrócito se dão devido à existência de sua 

rede protéica submembranar, o citoesqueleto (Maier et al., 2009). 

De fato, os primeiros relatos do uso de eritrócitos para estudo das propriedades 

de inchamento e plasmólise de membranas datam da segunda metade do séc. XIX. Um 

importante trabalho a citar é o de Gorter & Grendel (1925) que, ao calcularem a área de 

uma monocamada contendo lipídios extraídos de eritrócitos e dividí-la pela área da 

superfície dos eritrócitos (calculada a partir do diâmetro destas) chegaram a uma razão 
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de ca. 2, o que lhes permitiu concluir que as membranas eram formadas por uma 

bicamada de lipídios (Datta, 1987). 

A membrana do eritrócito é facilmente isolada e apesar de tratar-se de uma 

célula simples, a distribuição lipídica e protéica da membrana é bastante complexa. 

Além de isolar o conteúdo celular do meio exterior, a membrana do eritrócito regula 

concentrações intracelulares de íons e interage com o ambiente via receptores de 

membrana (Low et al., 2002). Devido a sua resistência mecânica e flexibilidade, a 

membrana plasmática permite ao eritrócito percorrer o sistema vascular enquanto 

mantém sua forma bicôncava, que propicia máxima troca gasosa. O nível intracelular de 

ATP regula as propriedades dinâmicas da membrana (Salzer et al., 2008) e sabe-se 

que, durante seu tempo de vida na circulação a membrana eritrocitária sofre alterações 

no seu conteúdo lipídico e protéico, o que modifica sua fluidez, atividade enzimática, 

permeabilidade iônica e tamanho.  

A membrana eritrocitária é constituída de uma bicamada lipídica que contém 

várias proteínas integrais, uma rede protéica (citoesqueleto) e uma pequena porção de 

carboidratos ligados às proteínas e aos lipídios. A proporção, em peso, de 

proteínas:lipídios:carboidratos na membrana eritrocitária é 49:43:8 (Montgomery, 1994). 

Os fosfolipídios compõem a principal classe de lipídios da membrana eritrocitária, 

englobando glicero e esfingolipídios (65%), além de glicolipídios (10%) e colesterol 

(25%) (Storch & Kleinfeld, 1985). Dentre os fosfolipídios, os mais encontrados na 

membrana eritrocitária humana são PC (29 mol%), SM (27 mol%), PE (26 mol%), PS 

(17 mol%) e PI (2 mol%) (Leidl et al., 2008). Esses fosfolipídios se arranjam 

assimetricamente pela bicamada lipídica. A distribuição assimétrica nas monocamadas 

interna e externa da membrana eritrocitária é absoluta para a PS com todas suas 

moléculas localizadas na camada interna; de maneira semelhante, a maioria das 

moléculas de PE se situa preferencialmente na monocamada interna. Por outro lado a 

PC e a esfingomielina localizam-se, preferencialmente, na monocamada externa 

(Connor et al., 1990). A manutenção da distribuição assimétrica dos fosfolipídios, em 

particular de PS na monocamada interna, tem diversas implicações funcionais. A 
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restrição de PS na monocamada interna inibe a adesão das células vermelhas nas 

células endoteliais vasculares, garantindo livre trânsito pela microvasculatura e a perda 

da assimetria, que leva a exposição de PS na monocamada externa, desempenha um 

papel na prematura destruição dos glóbulos vermelhos por macrófagos (Mohandas & 

Gallagher, 2008) 

As proteínas da membrana eritrocitária também são bastante abundantes e a 

relação em massa proteína:lipídio é cerca de 1:1 (Cooper, 1997). Entre os 500 spots 

protéicos já detectados por eletroforese bidimensional em membranas de eritrócitos, 59 

polipeptídios diferentes já foram identificados ao lado de suas 43 isoformas (Low et al., 

2002). Essas proteínas, juntamente com aquelas identificadas exclusivamente por 

eletroforese monodimensional (SDS-PAGE), totalizam um número estimado em 84 

proteínas associadas à membrana do eritrócito, o que corresponderia a cerca de 30% 

do número total de proteínas presentes no eritrócito (Low et al., 2002).  

As proteínas integrais interagem com os lipídios da membrana através de suas 

porções hidrofóbicas, que penetram ou atravessam a bicamada lipídica. Entre as 

proteínas integrais do eritrócito se destacam: a banda 3 (proteína transportadora de 

íons) e as glicoforinas, que possuem receptores de membrana e antígenos e que 

participam do reconhecimento célula-célula na face externa da membrana. Já as 

proteínas periféricas (principalmente espectrina, actina, proteína 4.1 e 4.9) formam o 

citoesqueleto eritrocitário, um extenso retículo submembranar que é responsável pela 

forma bicôncava do eritrócito e pela organização dos componentes da membrana, 

representando 60% da massa protéica desta (Murador & Deffune, 2007), pela 

durabilidade e pela deformabilidade sem causar fragmentação celular (Maier et al., 

2009). As proteínas que compõem o citoesqueleto interagem entre si e com certas 

proteínas integrais da membrana do eritrócito (Figura 3).  
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Figura 3. Representação da membrana plasmática e do citoesqueleto de eritrócitos. A 
cabeças dos dímeros da espectrina são unidos para formar tetrâmeros e suas caudas 
formam complexos com actina que são estabilizados pela proteína 4.1 e outras 
moléculas. Interações verticais conectam o citoesqueleto à bicamada lipídica através do 
complexo banda 3-anquirina-espectrina, entre o complexo proteína 4.1-p55-glicoforina 
C e entre a espectrina e a bicamada lipídica (esquema adaptado de Maier et al., 2009). 

Abaixo segue uma breve descrição das principais proteínas integrais e 

periféricas que constituem a membrana eritrocitária. 

Proteínas integrais  

• Banda 3: é a glicoproteína integral mais abundante, representando 25-30% de 

todas as proteínas da membrana com 106 cópias por eritrócito. Seu nome vem da 

separação eletroforética em SDS-PAGE e sua função principal é mediar a troca de 

íons cloreto e bicarbonato através da membrana, além de contribuir na manutenção 

da morfologia eritrocitária. A banda 3 é constituída de três domínios: o domínio 

transmembranar de 52 kDa que atravessa de 12 a 13 vezes a bicamada lipídica; o 

domínio citoplasmático N-terminal, que é responsável pela interação com a proteína 

4.1, 4.2, anquirina, enzimas da via glicolítica e desoxihemoglobina, através de seus 

resíduos carregados negativamente; e o domínio citoplasmático C-terminal que se 

liga à anidrase carbônica II. Além da banda 3 contribuir para a interação da 

bicamada com o citoesqueleto, ela tem um importante papel na eficiência do 
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transporte de gases respiratórios (Mandal et al., 2003; Daniels, 2007). Na presença 

de água, a anidrase carbônica II hidrata o dióxido de carbono (CO2) formando 

HCO3
- e H+. A banda 3, num antiporte, transfere os íons HCO3

- em troca de Cl-. O 

próton interage com hemoglobina promovendo a liberação de O2 para as células 

Como o HCO3
- é mais solúvel que o CO2, esse processo auxilia a liberação de O2 

aos tecidos, com o processo inverso ocorrendo nos pulmões (Mairhofer et al., 

2009).  

• Glicoforinas: são glicoproteínas que apresentam um único domínio transmembranar 

e são divididas em 4 tipos, designadas pelas abreviações GPA, GPB, GPC e GPD. 

Elas apresentam um domínio externo, onde estão os oligossacarídeos, um 

segmento incluído no interior da bicamada e um segmento interno citoplasmático. A 

GPA, o principal tipo de glicoproteína, é a maior sialoglicoproteína e corresponde a 

2-4% das proteínas dessa membrana, além de ser a segunda proteína integral mais 

abundante. Sua alta concentração nos eritrócitos é responsável por 80% da carga 

negativa destas células, devida ao ácido siálico presente em sua constituição. Essa 

superfície externa negativa ajuda a minimizar a interação célula-célula e a prevenir 

a aglutinação eritrocitária (Murador & Deffune, 2007). A GPC é responsável por um 

dos pontos de ancoramento entre o citoesqueleto e a membrana plasmática. As 

outras glicoforinas se encontram em pequenas quantidades e não possuem uma 

caracterização bem definida.  

Além da banda 3 e das glicoforinas, outras proteínas integrais como receptores 

hormonais como o da insulina e o transportador da glicose (banda 4.5) estão presentes 

em concentração significativa na membrana eritrocitária (Low et al., 2002; Daniels, 

2007).  

Proteínas do citoesqueleto 

• Espectrina: é a proteína mais importante do citoesqueleto apresentando 105 cópias 

por eritrócito. A espectrina apresenta papel fundamental no formato e 

deformabilidade do eritrócito. É uma proteína longa e fibrilar constituída por duas 
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cadeias polipeptídicas  (280 kDa) e  (246 kDa). Fisiologicamente a espectrina se 

encontra na forma de tetrâmero sendo que a interação dos dímeros ocorre pela 

região N-terminal de uma cadeia  que faceia a região C-terminal de uma cadeia  

do dímero oposto (Mandal et al., 2003). Outras proteínas do citoesqueleto como a 

anquirina, actina e proteína 4.1 se associam à espectrina (Figura 3). Filamentos de 

espectrina são ligados a actina em pontos de junção; a anquirina faz a ligação da 

espectrina com membrana (Czogalla & Sikorski, 2010). A espectrina também se liga 

a alguns aminofosfolipídios, incluindo fosfatidilserina e esse ligação é responsável 

por modular a estabilidade da membrana (Baines, 2010). Uma menor parte de 

espectrinas  é palmitoilada, o que parece reforçar sua ligação com a membrana 

(Baines, 2010). 

• Anquirina: também conhecida por sindeína, a anquirina representa a banda 2.1 no 

perfil eletroforético de membranas de eritrócito; ela possui 210 kDa e apresenta o 

mesmo número de cópias que a espectrina (105 cópias por célula). As anquirinas 

formam o principal elo entre proteínas transmembranares e proteínas do 

citoesqueleto. Possui três domínios estruturais, sendo um domínio ligado à 

subunidade  da espectrina, um segundo domínio que interage com proteínas 

transmembranares e um domínio regulador que controla a função dos outros dois 

domínios (Murador & Deffune, 2007). A anquirina pode se ligar a inúmeras 

proteínas transmembranares incluindo a banda 3. Mais recentemente foi descoberto 

que essa proteína liga-se ao complexo Rh, onde provavelmente funciona como um 

transportador para pequenas substâncias neutras (Baines, 2010). É essencial que a 

anquirina permaneça em contato com a espectrina durante os processos celulares 

normais, e defeitos nessa ligação dão origem a uma variedade de patologias, como 

se vê em doenças hereditárias como a doença hemolítica e arritmia cardíaca 

(Czogalla & Sikorski, 2010). 

• Proteína 4.1: também chamada como 4.1R por ser abundante nos eritrócitos, está 

presente numericamente em 2 x 105 cópias por célula e possui 80 kDa. No perfil 
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eletroforético a 4.1 aparece como 2 bandas com pesos moleculares bastante 

próximos, conhecidas como forma a e b. O maior ponto de ligação da proteína 4.1 

na membrana eritrocitária é com as GPC e GPD. Uma das principais proteínas do 

citoesqueleto, essa proteína contribui na manutenção e modulação da morfologia 

do eritrócito, bem como com as propriedades mecânicas da membrana, através das 

suas múltiplas ligações com outras proteínas do citoesqueleto (espectrina, actina, 

p55) e proteínas transmembranares (banda 3 e GPC) (Baines, 2010).  

• Actina: essa proteína corresponde à banda 5 no perfil eletroforético e se encontra 

ligada à espectrina e à proteína 4.1. Forma um complexo juncional com proteína 

4.1, aducina e tropomiosina, favorecendo sua ligação com a espectrina (Figura 3) 

(Murador & Deffune, 2007).  

1.5. Membrana do eritrócito e suas frações resistentes a detergentes 

Embora lipid rafts e DRMs de diferentes tipos celulares tenham sido bastante 

descritos nas últimas duas décadas, somente nos últimos anos DRMs de eritrócitos 

foram isoladas e caracterizadas. Nesses trabalhos, há ainda muita divergência sobre a 

composição proteica e lipídica dessas estruturas (Salzer & Prohaska, 2001; Samuel et 

al., 2001; Ciana et al., 2005; Kamata et al., 2008).  

No entanto, se retomarmos aos trabalhos da década de 70 (Yu et al., 1973; 

Sheetz & Singer, 1974), veremos que as frações da membrana eritrocitária resistentes a 

detergente não iônicos já eram conhecidas desde aquela época. Porém, as frações 

isoladas até então eram ricas em proteínas do citoesqueleto e, portanto, apresentavam 

alta densidade sendo conhecidas como “triton shell”. Pode-se dizer então, que aquelas 

frações (“triton shell”), também ricas em esfingolipídios, foram as precursoras do que 

depois chamaríamos de DRMs. 

A composição protéica em DRMs de eritrócitos, descrita por Salzer & Prohaska 

(2001), revelou que a flotilina-1 e 2 e estomatina são as principais proteínas integrais 

dessas DRMs, enquanto outras proteínas como espectrina, actina, proteína 4.1 e 
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proteína 4.2 foram encontradas parcialmente associadas às DRMs. De fato, as 

proteínas flotilina, estomatina, Gs , proteínas ligadas ao glicosilfosfatidilinositol, além do 

gangliosídeo GM1 têm sido usadas como marcadores da presença de rafts/DRMs em 

eritrócitos (Salzer & Prohaska, 2001; Ciana et al., 2005; Kamata et al., 2008; 

Mrówczy ska et al., 2010). No entanto, vários estudos demonstraram que a 

concentração e o tipo de detergente utilizado resultam em variações qualitativas e 

quantitativas nas proteínas de DRMs (Schuck et al., 2003; Murphy et al., 2004; Crepaldi 

Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010). 

Embora a espectrina seja observada em DRMs de eritrócitos e de outros tipos 

celulares, sua presença em DRMs ainda é bastante discutida. Particularmente para 

eritrócitos, sua associação a DRMs pode depender da concentração do detergente 

empregado, do pH e da concentração de proteína na amostra inicial (Ciana et al., 2005; 

Murphy et al., 2007). De acordo com os resultados de Ciana et al. (2005) grande parte 

das frações de DRMs enriquecidas pelos marcadores de lipid rafts, como flotilina-2 e 

GM1, está ancorada ao citoesqueleto eritrocitário através de interações eletrostáticas 

que podem ser rompidas pelo aumento simultâneo de pH e força iônica do meio de 

solubilização. Esta associação de DRMs com proteínas do citoesqueleto também foi 

encontrada por nós em DRMs de eritrócito, utilizando o detergente C12E8 (Crepaldi 

Domingues et al., 2009). No entanto, nenhum modelo experimental mais consistente foi 

proposto para explicar essa associação de DRMs e/ou rafts com o citoesqueleto. Um 

achado bastante interessante foi o estudo publicado por Ciana e cols. (2011) que 

demonstraram variabilidade da composição protéica, particularmente da espectrina, 

ocorre em DRMs de eritrócitos quando existe contaminação das preparações por 

leucócitos na suspensão de células submetidas à ação de detergente. Dessa forma, 

alguns procedimentos metodológicos se fazem indispensáveis para prevenir a ação 

proteolítica na organização supramolecular encontrada no citoesqueleto eritrocitário.  

Duas proteínas são frequentemente encontradas em DRMs de eritrócitos: 

flotilinas e estomatina. 
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As flotilinas, divididas em flotilina-1 e -2, são também conhecidas por reggie-2 e 

-1, respectivamente. O nome flotilina é devido a sua flotação em gradientes de 

sacarose, estando associadas as DRMs. Essas proteínas apresentam peso molecular 

de 47 kDa e pertencem à família das proteínas SPFH (S = Stomatin; P = Prohibiting; F 

= Flotillin; H = HflK/C - proteínas bacterianas) apresentando um domínio de sequência 

comum (SPFH) na região N-terminal (Langhorst et al., 2005). Encontradas 

principalmente na membrana plasmática, essas proteínas não possuem domínio 

transmembranar e tanto a região C- quanto a N-terminal faceiam o citossol (Morrow & 

Parton, 2005). A inserção das flotilinas na monocamada interna das membranas se dá 

através de acilação nos seus grupos N-terminais. Enquanto a flotilina-2 é miristoilada e 

palmitoilada, a flotilina-1 é apenas palmitoilada (Neumann-Giesen et al., 2004). A 

estrutura tridimensional do domínio SPFH da flotilina-2, encontrada no banco de dados 

PDB (Protein Data Bank - código de acesso = 1win) revela uma estrutura compacta e 

elipsóide-globular. Em relação à região C-terminal da flotilina-2 sabe-se que ela é 

essencial para a formação de homo e hetero-oligômeros (Neumann-Giesen et al., 

2004). Devido ao fato de a flotilina-2 ser irreversivelmente miristoilada e, portanto, 

apresentar menor mobilidade em relação à flotilina-1 (que é reversivelmente 

palmitoilada e mais versátil em termos de transição entre a membrana plasmática e 

várias organelas intracelulares) ela tem sido mais utilizada como um marcador de rafts 

do que a sua análoga flotilina-1 (Langhorst et al., 2008). Alguns estudos indicam o 

envolvimento dessas proteínas em várias vias de transdução de sinal, no tráfego de 

vesículas e no rearranjo do citoesqueleto. Além disso, muitas proteínas interagem com 

as flotilinas (Langhorst et al., 2005; Langhorst et al., 2008). Em eritrócito, 

particularmente, a função dessas proteínas é desconhecida.  

A estomatina, assim como as flotilinas, não está presente exclusivamente em 

eritrócitos, como se pensava no início dos anos 90. A estomatina é uma proteína 

integral (100.000 cópias/célula), possui peso molecular de 31 kDa e compõe a banda 7 

(7.2b) de acordo com sua mobilidade eletroforética em amostras de membranas 

isoladas de eritrócitos (código de acesso ao PDB = 3bk6). É uma proteína oligomérica, 
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palmitoilada, que se liga ao colesterol da membrana e, por isso, ela é associada com os 

lipid rafts (Simons & Vaz, 2004) ou com as DRMs (Crepaldi Domingues et al., 2009; 

Domingues et al., 2010) servindo como marcador dessas estruturas. Essa proteína 

possui as regiões N- e C-terminal faceando o citoplasma, enquanto sua associação com 

a membrana se faz por palmitoilação. Além disso, o domínio hidrofóbico da estomatina 

está inserido apenas na monocamada interna da membrana (Mairhofer et al., 2009). 

Embora a função dessa proteína seja ainda alvo de investigação, estudos 

demonstraram seu envolvimento no controle da permeabilidade de canais iônicos e 

organização de domínios lipídicos (Mairhofer et al., 2009). Curiosamente, a estomatina 

troca a especificidade do GLUT-1 por glicose pelo o ácido ascórbico, aumentando 

assim a reciclagem de vitamina C e compensando a incapacidade humana de sintetizá-

la (Montel-Hagen et al., 2008). 

Considerando a associação de processos patológicos e rafts, estudos têm 

demonstrado que os rafts da membrana do eritrócito podem estar envolvidos com o 

processo de invasão celular pelo parasita causador da malária, Plasmodium falciparum 

(Samuel et al., 2001; Murphy et al., 2004; Murphy et al., 2007). Samuel e cols. (2001) 

demonstraram que o tratamento das membranas dos eritrócitos com M CD inibi a 

infecção pelo parasita e a ausência de proteínas ancoradas por GPI não afeta a 

infecção, concluindo que a infecção pelo parasita é mais dependente da fase lipídica do 

que de proteínas especificas do rafts. Além disso, um estudo recente demonstrou que o 

anestésico local lidocaína interage com rafts de eritrócitos e, dessa forma, inibe a 

infecção pelo parasita da malária (Koshino & Takakuwa, 2009). 

2. Detergentes e solubilização de membranas eritrocitárias 

Detergentes ou surfatantes são moléculas anfifílicas, com uma porção 

hidrofóbica e uma porção hidrofílica. Em virtude desta anfipaticidade, os detergentes 

possuem a capacidade de se agregar, mostrando sua porção hidrofóbica para o ar ou 

para a fase apolar, enquanto expõem sua porção polar para o meio aquoso. Moléculas 

com propriedades tensoativas incluem os detergentes sintéticos e compostos 
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fisiológicos tais como sais biliares, lisofosfolipídios, alguns peptídios e outros compostos 

anfifílicos. 

De acordo com a natureza do grupamento hidrofílico dos detergentes, eles 

podem ser classificados como não-iônicos, iônicos e zwiteriônicos. Os detergentes não-

iônicos TX-100, Brij 98 e Brij 58, apresentam uma cauda hidrofóbica, consistindo de 

uma cadeia hidrocarbonada, e uma cabeça hidrofílica consistindo de várias unidades de 

grupos polioxietileno (Figura 4).  No caso do TX-100, um anel benzênico une as 

porções hidrofóbicas e hidrofílicas da molécula. 

Os detergentes não iônicos têm sido utilizados em aplicações farmacêuticas, 

bioquímicas e químicas com grande enfoque na solubilização de membranas biológicas 

e modelo. Os detergentes da série Brij, particularmente, têm sido empregados em 

sistemas de liberação controlada de fármacos (Kapoor & Chauhan, 2008), como 

facilitadores da biodegradação por contaminantes de diesel (Franzetti et al., 2008), em 

nanopartículas dependentes de pH (Filippov et al., 2008) e têm sido considerado os 

mais adequados na síntese de proteínas integrais de membrana em processos 

artificiais em escala, de expressão independente de células (Klammt et al., 2005).  

 

Figura 4. Estrutura dos detergentes TX-100 (polioxietileno glicol terc-octilfenil éter), Brij 
98 (polioxietileno 20-oleil éter, C20E18:1) e Brij 58 (polioxietileno 20-cetil éter, C20E16:0). 
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2.1. Propriedades físico-químicas dos detergentes 
A natureza anfifílica dos detergentes não-iônicos pode ser expressa em termos 

do balanço entre o grupo hidrofóbico e hidrofílico da molécula (HLB). De acordo com a 

escala empírica proposta por Griffin (1949) quanto menor o valor de HLB mais lipofílico 

é o composto e quanto maior o número, mais hidrofílico, sendo, o composto, definido 

pela razão molar da fase hidrofílica/lipofílicax20 (levando a uma escala de valores de 0 

a 20). 

Em solução aquosa, os grupos polares dos detergentes não iônicos formam 

pontes de hidrogênio com moléculas de água, enquanto sua fração apolar se agrega 

devido a interações hidrofóbicas. Essa propriedade permite que o detergente seja 

solúvel em água. Em solução, as moléculas formam agregados esféricos, cilíndricos ou 

discóides organizados, chamados de micelas.  

A estreita faixa de concentração em que as primeiras micelas são formadas é 

chamada de concentração micelar critica (CMC). A agregação em micelas é um evento 

que ocorre abruptamente e as moléculas de detergentes adicionadas a uma solução 

que já se encontra na sua CMC são incorporadas nas micelas. No entanto, a ideia de 

formação de micelas como um processo abrupto é um conceito que não pode ser 

generalizado, já que vários trabalhos têm descrito a formação de agregados pré-

micelares, durante o processo de solubilização de alguns detergentes (Schreier et al., 

1978; Schreier et al., 2000; Sowmiya et al., 2010).  

Outro parâmetro utilizado para descrever o processo de agregação dos 

detergentes é o numero de agregação, que descreve o número de moléculas de 

detergentes contidas numa única micela e que pode ser obtido pela razão da massa 

molecular micelar/massa molecular monomérica do detergente. 

A tabela 2 descreve algumas propriedades físico-químicas dos detergentes 

estudados nesse trabalho. 
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Tabela 2. Propriedades físico-químicas dos detergentes* (massa molecular – MM; 
balanço hidrofílico/lipofílico – HLB; concentração micelar crítica – CMC). 

 

*Hait e Moulik (2001).  

2.2. Quantificação do efeito hemolítico 
Conhecer a interação dos detergentes com membranas biológicas é muito 

importante para definir possíveis aplicações dessas moléculas. Geralmente, os 

detergentes não iônicos como os polioxietilenos são utilizados como agentes 

solubilizadores de membrana para evitar grandes alterações estruturais em proteínas 

que se deseja purificar, uma vez que possuem um baixo efeito desnaturante (le Maire et 

al., 2000).  

A ação de detergentes clássicos em sistemas biológicos como agentes 

promotores de lise, extratores de componentes hidrofóbicos (proteínas e lipídios) ou 

ainda como solubilizadores de membrana tem sido amplamente estudada (Lichtenberg, 

1985; le Maire et al., 2000; Lichtenberg et al., 2000; Preté et al., 2002a; Preté et al., 

2002b; Preté et al., 2011). 

Baseado na existência de uma íntima relação entre formação de micelas, 

partição ou constante de ligação (Kb) e efeito de ruptura de membrana (Lichtenberg, 

1985; Lichtenberg et al., 2000), o produto entre a constante de ligação e a concentração 

micelar crítica (Kb . CMC) foi proposto como um parâmetro para classificar os 

detergentes em relação ao potencial de ruptura da membrana (Heerklotz & Seelig, 

2000), tal que: Kb . CMC < 1 indica um forte agente solubilizador, enquanto que Kb . 

CMC > 1 indica um fraco agente solubilizador. Outra forma de classificar os detergentes 
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em relação ao potencial de ruptura da membrana, proposta por nosso grupo de 

pesquisa, seria o uso da razão molar efetiva detergente:lipídio (Re) necessária para 

solubilizar a membrana (Preté, 2006). 

Em misturas contendo detergente e fosfolipídios, não ocorre a coexistência de 

micelas puras de detergente e bicamadas puras de fosfolipídio, por uma questão 

entrópica (Lichtenberg et al., 2005). De fato, a mistura desses compostos anfifílicos leva 

à solubilização da membrana, o que pode ser descrito como um processo de transição 

membrana-micela, em que: 1) inicialmente monômeros do detergente particionam na 

bicamada; 2) membranas mistas, i.e., saturadas pela incorporação dos monômeros de 

detergente, coexistem em equilíbrio termodinâmico com micelas mistas (detergente-

fosfolipídios/proteínas); e 3) componentes da membrana são totalmente solubilizados 

nas micelas do detergente (Lichtenberg et al., 2000). Dessa forma, o processo de 

solubilização por detergentes depende da razão molar efetiva detergente/lipídio (Re) 

alcançada na membrana.  

Considerando que Re
sat e Re

sol correspondem às razões críticas que descrevem 

o início e a completa solubilização da membrana, respectivamente, estes parâmetros 

representam o limite para a coexistência de membranas mistas e micelas mistas 

(Lichtenberg, 1985; Lichtenberg et al., 2000). Além da composição da membrana e do 

detergente utilizado, os valores de Re
sat e Re

sol dependem também de outros fatores 

como a composição da fase aquosa e a temperatura (Lichtenberg et al., 2005). Os 

valores de Re
sat e Re

sol dependem ainda da CMC do detergente e da sua partição na 

membrana, como demonstraram Heerklotz & Seelig (2000) e podem também ser 

usados para a classificação de seu efeito solubilizador, tal que detergentes com Re
sat < 

1 seriam considerados fortes e com Re
sat >1 fracos (Preté, 2006). A abordagem 

proposta por Lichtenberg aplica-se também à solubilização de membranas biológicas 

(Preté et al., 2002a; Preté et al., 2002b; Domingues et al., 2008) e, como mostra a 

Figura 5 vários equilíbrios entre o detergente (monomérico ou micelar) e componentes 

da membrana coexistem, durante o processo de solubilização. 



 INTRODUÇÃO 

 

45 

 

 

Figura 5. Esquema de possíveis eventos envolvidos na interação de detergente com 
membrana biológica. Os processos correspondem à: 1 - solubilização do detergente; 2 - 
equilíbrios entre monômero-agregado; 3 - ligação do monômero à membrana; 4 - 
equilíbrios do detergente entre micela-membrana. Após a saturação da membrana, 
moléculas do detergente saem da membrana carregando componentes da membrana 
(lipídios e proteínas). As constantes representam cada processo. Os prováveis eventos 
resultantes da interação detergente-membrana estão listados no esquema (adaptado de 
Schreier et al., 2000. 

No caso de eritrócitos, a determinação dos valores de Re
sat e Re

sol é feita 

através de ensaios hemolíticos onde inicialmente se determina o Csat e o Csol 

(concentração de detergente necessária para início e total solubilização da membrana, 

respectivamente). O valor de Re é determinado pela inflexão da reta da curva da 

concentração total de lipídios pela concentração de detergentes (Lichtenberg, 1985; 

Lichtenberg et al., 2000; Preté et al., 2002b; Malheiros et al., 2004; Domingues et al., 

2008): 

Os valores de Re
sat e Re

sol representam ainda o limite, em termos de razão 

detergente/lipídio, para a coexistência de membranas mistas e micelas mistas 

(Lichtenberg et al., 2000) como mostra a Figura 6.  

De acordo com Lichtenberg (1985), os interceptos nas ordenada referente às 

linhas apresentadas na Figura 6 correspondem à concentração de detergente livre em 

água (Dw), que guardaria correlação com a CMC do detergente. Esses dados permitem, 

ainda, determinar a constante de ligação molar (Kb) do detergente com a membrana 

(Lichtenberg, 1985). 
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Figura 6. Esquema de um diagrama de fase de um sistema misto lipídio-detergente. 

Neste estudo, o efeito dos detergentes não iônicos Brij 58 e Brij 98 sobre a 

membrana eritrocitária teve duas abordagens: a quantificação do efeito hemolítico e 

análise das frações da membrana resistentes a esses detergentes. 

A obtenção de DRMs a partir de Brij 58 a 4ºC tem sido descrita para diferentes 

tipos celulares como células Jurkat (Bini et al., 2003; Schuck et al., 2003), derivadas da 

leucemia/linfoma de células T do homem adulto, células MDCK (Madin Darby canine 

kidney) (Schuck et al., 2003), derivadas do epitélio do rim de cachorros, HeLa (Henrietta 

Lacks) (Locke et al., 2005) derivadas do epitélio de câncer cervical. Já o Brij 98 tem sido 

usado em preparações de DRMs a 37ºC a partir de linfócitos e timócitos de ratos 

(Drevot et al., 2002; Schuck et al., 2003; Gil et al., 2006; Lenne et al., 2006), células 

Jurkat (Schuck et al., 2003), células MDCK (Schuck et al., 2003), membrana 

sinaptosomal de cérebro de rato (Sprague-Dawley) (Gil et al., 2006) e células COS-7 

(Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40) (Lenne et al, 2006), derivadas do 

fibroblasto do rim de Cercopithecus aethiops (macaco verde africano). Drevot e col. 

(2002) postularam que a cabeça polar volumosa e a cadeia acila monoinsaturada do 

Brij 98 poderiam causar maior solubilização da fase fluida da membrana e deixar a fase 

Lo mais empacotada, em relação ao TX-100. 
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OBJETIVO 

 

O objetivo desse trabalho foi compreender os mecanismos determinantes da 

associação entre lipídios e proteínas de membranas biológicas, que levam a separação 

lateral de fases (formação de domínios lipídicos ou lipid rafts, relacionados a diversas 

respostas celulares) através da caracterização de frações de membrana resistentes a 

detergente (DRMs) isoladas de eritrócito humano a partir do tratamento com os 

detergentes não-iônicos Brij 98 e Brij 58.  

 

Objetivos específicos 

• Quantificar o efeito hemolítico dos detergentes Brij 98 e Brij 58 

• Quantificar a composição lipídica e protéica total de domínios da membrana 

eritrocitária (DRMs) obtidas com uso dos detergentes Brij 98 e Brij 58 e 

compará-las com aquelas de DRMs obtidas com TX-100.  

• Verificar o efeito da temperatura no isolamento destas DRMs. 

• Verificar a existência de proteínas marcadoras destes rafts. 

• Caracterizar a composição lipídica destas DRMs, utilizando cromatografia de 

camada delgada (HPTLC) e cromatografia gasosa. 

• Determinar o tamanho destas DRMs por espalhamento de luz dinâmico (DLS). 

• Determinar o grau de organização destas DRMs obtidas com Brij 98 e Brij 58, 

através de ressonância paramagnética eletrônica, com uso de marcadores de 

spin. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Neste projeto utilizamos eritrócitos obtidos de sangue humano provenientes do 

Hemocentro da UNICAMP a partir de bolsas de concentrado de hemácias com até 7 

dias de coleta e testes de sorologia negativa para chagas, sífilis, HIV, HBV e HCV. Este 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de 

Ciências Médicas da Unicamp (parecer CEP nº 227/2009). 

1. Preparo dos eritrócitos 
Os eritrócitos foram ressuspensos em PBS (4 mM Na2HPO4, 1mM NaH2PO4, 

154 mM NaCl, 4,5 mM KCl, pH 7,4) e centrifugados por 5 min a 1000 x g. Em seguida, a 

suspensão foi filtrada em -celulose/celulose microcristalina para isolar os eritrócitos 

das plaquetas e leucócitos (Beutler et al., 1976). A suspensão de eritrócitos purificada 

foi lavada por 3 vezes com tampão TN (25 mM de Tris e 150mM de NaCl, pH 7,4) e o 

concentrado de células foi então usado para preparar DRMs.  

Para obtenção de ghosts (membrana plasmática isolada do conteúdo 

intracelular), os eritrócitos purificados foram diluídos 1:10 v:v em tampão fosfato 

hipotônico (4 mM Na2HPO4, 1 mM NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM de inibidor de 

protease PMSF, 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 e cols. (1963), resultando em amostras de 

membranas livres de hemoglobina (um contaminante comum dessas preparações). 

Após o isolamento das membranas, a amostra foi lavada com PBS por 2 ou 3 vezes e o 

conteúdo de proteínas foi determinado pelo método de Lowry modificado, através do kit 

colorimétrico para dosagem de proteínas compatível com detergente (Ensaio de 

proteína BCA - Bioagency – cód: 600-0510N). As amostras de ghosts foram utilizadas 

imediatamente ou congeladas a -80oC, para uso futuro. 

2.  Hemólise em meio isosmótico 
Os eritrócitos foram ressuspensos em PBS (4 mM Na2HPO4, 1mM NaH2PO4, 

154 mM NaCl, 4,5 mM KCl, pH 7,4) e centrifugados por 5 min a 1000 x g por 3 vezes. 
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et al., 1998) permitindo a determinação do Re, a razão molar efetiva detergente/lipídio 

para inicio (Re
sat) e total hemólise (Re

sol), que é dado pela inflexão da reta, de acordo 

com a equação 2 (Lichtenberg, 1985):  

�� � ��. � ����
���������

�                                Equação 2 

onde Dt é a concentração total de detergente (Csat e Csol) e L é a concentração molar de 

lipídios da membrana (Malheiros et al., 2000). Finalmente, a constante de ligação 

detergente-membrana (Kb (M
-1) foi calculada pela equação 3 (Lichtenberg, 1985): 

����� � ���������

��
�����������
                                   Equação 3 

onde Dw
sat 

 é a concentração de detergente em solução, na ausência de membrana. 

3. Remoção de colesterol das membranas de eritrócito 
Para depleção de colesterol os eritrócitos lavados e purificados foram 

ressuspensos (Ht = 20%) em 5 mM M CD (metil- -ciclodextrina) diluída em PBS e 

incubados por 30 min a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas por 3 vezes com 

PBS e centrifugadas para remoção de complexos M CD-colesterol (solubilizadas no 

sobrenadante). Este procedimento leva a remoção de cerca de 40% do colesterol total 

das células (Domingues et al., 2010). 

4.  Isolamento de DRMs 
DRMs foram preparadas a partir de eritrócitos intactos, de acordo com protocolo 

anteriormente descrito (Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010) com 

algumas pequenas modificações. Os eritrócitos (2,50 x 109 células) obtidos após a 

filtração em celulose foram lavados em tampão TN. Em seguida o concentrado de 

eritrócitos foi lisado no mesmo tampão TN contendo 16mM TX-100, Brij 98 ou  Brij 58. 

Essa concentração equivale a 1% de TX-100 e a 1,8% de Brij. Depois de 30 min foi 

adicionado à amostra um volume igual ao seu, de uma solução de sacarose 80% 

contendo 0,3 M de Na2CO3. A amostra foi transferida para tubos de ultracentrífuga e 

foram adicionadas soluções de 30% e 5% de sacarose em TN, cuidadosamente sobre a 

mesma, de forma a se criar um gradiente não linear de sacarose. As amostras foram, 
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então, submetidas à centrifugação em rotor SW 41 a 288000 x g, por 16 h a 4°C. A 

incubação das células com detergente foi conduzida tanto a 4°C quanto a 37°C e os 

demais procedimentos foram executados a 4°C. Alíquotas da fração insolúvel, de baixa 

densidade, obtida após centrifugação do gradiente de sacarose foram fracionadas e 

imediatamente usadas ou estocadas a -80oC para uso futuro. 

5. Dosagens de proteínas totais e colesterol 
A quantificação protéica e de colesterol das amostras de DRMs isoladas e 

ghosts foram realizadas através de kits comerciais disponíveis.  

A dosagem de colesterol foi realizada com auxílio de um kit de dosagem de 

colesterol por método enzimático (Laborlab, Brasil – cod: 01400). Este kit contém 

reativo padrão (solução de colesterol a 200 mg/dL), reativo enzimático (contendo lípase 

300U/mL; colesterol oxidase 3 U/mL e peroxidase POD 20U/mL), reativo de cor 1 (4-

aminofenazona 0.025mol/L) e reativo de cor 2 (Fenol 0,055mol/L). O peróxido de 

hidrogênio formado pela oxidação específica do colesterol por catálise enzimática, 

reage como fenol e a 4 aminofenazona é oxidada, formando a um cromóforo róseo, 

com absortividade ao redor de 500 nm (Castelli, 1977).  

A dosagem de proteína foi realizada com auxílio de um kit colorimétrico para 

dosagem de proteínas compatível com detergentes (kit ensaio de proteína BCA - 

Bioagency – cód: 600-0510N), que se baseia no método de Lowry modificado (Hartree, 

1972). Sob condições alcalinas, a proteína reduz o cobre (Cu+2  Cu+1); o cátion 

monovalente reage com duas moléculas de ácido bicincônico resultando num cromóforo 

púrpura que absorve à 562 nm (Brown et al., 1989). Esse método é apropriado ao uso 

de amostras contendo detergentes não-iônicos e, para eliminar a interferência de 

lipídios foi adicionado 2% de SDS (Kessler & Fanestil, 1986). 

6. Eletroforese em SDS-PAGE 
As frações de DRMs obtidas no gradiente de sacarose foram dissociadas em 

0,5 volume de tampão dissociante (Tris 50 mM pH 6,8, SDS 5%, azul de bromofenol, 

0,01% EDTA, DTT 200 mM e sacarose 35%) e aquecidas por 15 min a 60°C. As 

amostras dissociadas (cerca de 7-15 µg de proteínas) foram aplicadas em gel de 
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poliacrilamida (4% stacking gel e 12% resolving gel), preparado segundo método de 

Laemmli (1970); em paralelo aplicou-se marcadores de pesos moleculares conhecidos. 

As condições de corrida foram 15 mÅ n a fase inicial (gel 4%) e 45 mÅ após entrada 

das amostras no gel de corrida. A coloração dos géis foi feita com azul de Comassie R-

250.  

7. Western Blotting 
Proteínas específicas foram visualizadas pela técnica “Western Blotting”. 

Alíquotas contendo 10 µg de proteínas de ghosts e das DRMs foram dissociadas em 

tampão dissociante (Tris 50 mM pH 6,8, SDS 5%, azul de bromofenol, 0,01% EDTA, 

DTT 200 mM e sacarose 35%) e aplicadas em gel de corrida 12%. Após separação 

eletroforética (SDS-PAGE), as proteínas dos géis foram transferidas para membrana de 

fluoreto de polivinidileno (PVDF) 0,45 µm (BioRad), previamente ativada em metanol, 

através do sistema de Blotting (BioRad) aplicando-se uma corrente de 200 mÅ por 2 

horas a 4ºC em tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,7 mM e 

20% de metanol). A membrana de PVDF foi previamente ativada em metanol. Após a 

transferência, a membrana de PVDF foi incubada por 2 horas em solução bloqueadora 

TBS-T/leite (Tris 25mM, KCl 40 mM, NaCl 4 mM, pH 7,4, Tween-20 0,05%, leite em pó 

desnatado 5%) para diminuir a ligação inespecífica de proteínas em outros sítios da 

membrana. A seguir, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos 

primários policlonais diluídos em TBS/T: anti-flotilina-2 (1:1000, BD Biosciences) e anti-

estomatina (1:1000, Santa Cruz), overnight à 4ºC. Após o tempo de incubação, os 

anticorpos primários foram removidos e a membrana foi lavada por 6 vezes de 5 min. 

cada uma.  Em seguida as membranas foram incubadas com seus respectivos 

anticorpos secundário conjugado (anti-goat e anti-mouse - Healbiotech) na proporção 

1:1000 em TBS-T por 1 hora. Após remoção do anticorpo secundário e 6 lavagens, de 5 

min cada, as membranas foram incubadas com reagentes de quimioluminescência 

(Pierce) e colocadas junto a filmes radiográficos (Kodak) para auto-radiografia (Batista 

et al., 2011). 
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8. Extração dos lipídios 
A extração total dos lipídios dos ghosts e DRMs foi realizada através do 

tratamento das amostras com clorofórmio:metanol:água (2:1:1, v/v/v) em temperatura 

ambiente. As amostras foram agitadas por 1 hora e depois centrifugadas durante 10 

min a 10000x g. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Os 3 extratos foram 

unificados e secos em nitrogênio.  

Para extração dos lipídios dos eritrócitos íntegros e com colesterol reduzido 

(pós tratamento com M CD) inicialmente as amostras foram lisadas com água (5:7, 

v/v). Um volume 120 µL desse lisado foi coletado e agitado por 1 hora com isopropanol 

(6:33, v/v). Após agitação, foi adicionado clorofórmio, resultando numa proporção de 

6:33:23 (lisado:isopropanol:clorofórmio, v/v/v) e agitado novamente, por mais 1 hora. As 

amostras foram centrifugadas a 1000 g/10 min e o sobrenadante (fase orgânica) foi 

seco em nitrogênio e colocado no vácuo por 2 horas. As amostras foram 

ressuspendidas em 150 µL de isopropanol para dosagem de colesterol (Rose & 

Oklander, 1965). 

9. Cromatografia em camada delgada de alta resolução - HPTLC 
A identificação e a separação dos fosfolipídios foram realizadas em placas de 

cromatografia em camada delgada de alta resolução, HPTLC, obtidas da J.T. Baker 

(Phillipsburg, NJ, EUA).  

As amostras de lipídios extraídos de ghosts e DRMs foram então secas e 

ressuspensas em 50 µL de clorofórmio para análise dos fosfolipídios. Os componentes 

fosfolipídicos foram separados na placa de HPTLC usando a mistura 

clorofórmio:etanol:água:trietilamina (35:35:7:35, v/v/v) (Fuchs et al., 2008). Os 

diferentes fosfolipídios foram visualizados como bandas azuis, após borrifamento das 

placas com o reagente azul de molibdênio (Sigma) (Toledo et al., 1995). 

A quantificação dos fosfolipídios foi feita pela análise das imagens das placas 

de HPTLC coradas com azul de molibdênio, comparando-as com padrões conhecidos 

de lipídios 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). 
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10. Composição em ácidos graxos por cromatografia a gás (CG) 
Os ácidos graxos das amostras dos lipídios extraídos por HPTLC foram 

analisados por cromatografia à gás após a metilação com reagente esterificante BF3-

metanol, segundo método descrito por AOAC (1995). Em um tubo de ensaio contendo 

os fosfolipídios foram adicionados 2 mL de solução 0,5M de NaOH em metanol. O tubo, 

fechado, foi submetido a banho de água fervente por aproximadamente 5 minutos e 

após resfriamento em água corrente, foi adicionado à mistura 2,5 mL de reagente 

esterificante BF3-metanol e levado novamente ao banho de água fervente e resfriado 

em água corrente. Foram adicionados 2 mL de solução saturada de NaCl e o tubo foi 

agitado em vórtex por 30 segundos. Após a agitação, acrescentou-se 1,0 mL de hexano 

e a solução foi novamente agitada por 30 segundos (esse processo foi repetido por três 

vezes). Após repouso e separação das camadas, o sobrenadante, contendo os ésteres 

metílicos de ácidos graxos foram armazenados em freezer (-20°C) e analisados no 

mesmo dia.  

Os ésteres metílicos de ácidos graxos foram analisados por cromatografia a gás 

em um cromatógrafo da marca CHROMPACK, modelo CP9001, com detector de 

ionização de chama (FID) e coluna capilar Chrompack (CP- Sil 88 50mx 0,25 mm). A 

temperatura do detector foi de 280°C, a do injetor 250 °C e a temperatura inicial da 

coluna de 180 °C por 7 minutos, com programação de aumento de 10°C/min até 

temperatura máxima de 210°C. O gás de arraste utilizado foi o hidrogênio (H2) com 

fluxo de 2,0 mL/min na coluna e a pressão utilizada foi de 50 kPa. A identificação dos 

ácidos graxos foi realizada por comparação do tempo de retenção dos componentes da 

amostra com os de padrões autênticos de ésteres metílicos de ácidos graxos (Sigma), 

injetados nas mesmas condições. Também foi utilizada a técnica da co-eluição. A 

quantificação foi realizada por normalização das áreas calculadas por meio de 

integrador (Chromato-Integrator) e expressa a porcentagem relativa de cada ácido 

graxo, em relação aos ácidos graxos totais. 

As medidas foram realizadas na Universidade São Francisco, Bragança 

Paulista, SP, em colaboração com a Dra Patrícia de Oliveira Carvalho. 
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11. Medidas de Viscosidade  
A medida da viscosidade das amostras de DRMs foi feita no equipamento Vibro 

Viscosimeter SV-10. Como parâmetro de comparação medimos a viscosidade de 

diferentes concentrações de sacarose em tampão TN a pH 7,4. As medidas foram 

realizadas a 25ºC. O viscosímetro utiliza a frequência de 30 Hz, mantida numa 

amplitude constante. Há um efeito de amortecimento relacionado com a viscosidade do 

fluido, o que reduz a amplitude, de forma que a força necessária para manter os 

sensores vibrando na amplitude original é medida e convertida em viscosidade.  

12. Determinação do tamanho das DRMs e ghosts de eritrócito 
O tamanho das DRMs (assumidas como vesículas) de eritrócitos e de ghosts foi 

determinado através de espalhamento de luz dinâmico (DLS) usando o instrumento 

Zetasizer Nano-ZS em angulo fixo de 90°C, na temperatura ambiente (25°C). As 

amostras foram devidamente diluídas previamente à aquisição das medidas. A 

viscosidade das soluções utilizadas nessas medidas também foi considerada na 

determinação do tamanho das vesículas. 

13. Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 
Alíquotas de DRMs obtidas no gradiente de sacarose, eritrócitos intactos ou 

depletados de colesterol foram adicionadas a tubos contendo um filme de marcadores 

de spin do tipo nitróxido-ácido esteárico (5-SASL ou 16-SASL, SIGMA), de forma a 

obter uma concentração final de aproximadamente 1-2 mol% de marcador de spin (em 

relação à concentração total de lipídios da membrana) e incubados por 30 min a 37ºC.  

Os marcadores de spin usados possuem um elétron desemparelhado, 

pertencente ao radical nitróxido num grupo doxil (Figura 8A). Este anel doxil está 

covalentemente ligado ao carbono 5 (5-SASL, Figura 8B) ou 16 (16-SASL) de uma 

molécula de ácido esteárico, tornando esses marcadores apropriados para monitorar 

ambientes hidrofóbicos como o interior da bicamada lipídica. Através dos espectros dos 

marcadores SASL intercalados nas bicamadas (dos eritrócitos, ghosts ou DRMs) foi 

determinado o parâmetro de ordem segmentar, S, (Hubbell & McConnell, 1971) que 

reflete a amplitude angular do movimento anisotrópico da molécula marcada (e a 

orientação dos lipídios da membrana), de acordo com equação abaixo:  
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���&&��''�/!(                                Equação 4 

onde A// e A  referem-se aos desdobramentos hiperfinos, correspondentes aos 

marcadores orientados com seus eixos longos moleculares de forma paralela e 

perpendicular, respectivamente, em relação ao campo magnético externo. Os valores 

de A// e A  foram determinados diretamente dos espectros de EPR dos marcadores 

SASL, como mostra a Figura 8C (Hubbell & McConnell, 1971).  Já os valores de Azz, Axx 

e Ayy (32, 6 e 6 gauss, respectivamente) correspondem aos principais componentes do 

tensor hiperfino do radical nitróxido, determinados em baixíssima temperatura estando o 

radical nitróxido totalmente imobilizado, isto é, perfeitamente orientado em relação ao 

campo magnético. Os valores do parâmetro de ordem segmentar podem variar de 0, 

em sistemas isotrópicos, até 1 para moléculas perfeitamente orientadas (Schreier et al., 

1978).  

As medidas de EPR foram realizadas no Instituto de Física da USP- São Paulo 

e determinadas a 25ºC, no laboratório da Profa. Dra. Teresa Lammy, utilizando-se um 

equipamento Bruker EMX, operando na frequência de microondas de 9,7 GHz (banda 

X). 

 
Figura 8. Representação do radical nitróxido (a) covalentemente ligado ao carbono 5 do 
ácido esteárico (b) e espectro de EPR do marcador 5-SASL em membranas (b), 
indicando medida dos parâmetros espectrais 2A// e 2A .  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Hemólise 

As Figuras 9 e 10 apresentam as curvas hemolíticas obtidas por efeito do Brij 

98 e Brij 58, respectivamente, em suspensões de eritrócitos (Ht=0,15%, 0,30%, 0,45% e 

0,60%), sob condições isotônicas, pH 7,4 e 37°C. Através desses experimentos foi 

possível determinar a concentração de detergente necessária para saturação (Csat) e 

solubilização total (Csol) da membrana eritrocitária (início e 100% de hemólise, 

respectivamente) nas diferentes concentrações de eritrócitos. 

 

Figura 9. Efeito hemolítico de Brij 98 sobre eritrócitos humanos. Ht=0,15 ( ), 0,30% ( ), 

0,45% ( ) e 0,60% ( ). Os experimentos foram feitos em triplicata. 

 

Figura 10. Efeito hemolítico de Brij 58 sobre eritrócitos humanos. Ht=0,15 ( ), 0,30% 
( ), 0,45% ( ) e 0,60% ( ). Os experimentos foram feitos em triplicata. 

As curvas hemolíticas obtidas (Figuras 9 e 10) descrevem um comportamento 

característico, onde se observa inicialmente a incorporação de pequenas quantidades 

de detergente sem provocar rompimento das membranas até que a concentração Csat é 
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atingida. A partir daí, a adição de mais moléculas do detergente inicia um processo de 

ruptura da membrana, até solubilização total (Csol), coincidente com a liberação de 

100% da hemoglobina contida nos eritrócitos e determinada fotometricamente no 

sobrenadante. A tabela 3 mostra os valores de Csat e Csol obtidos para os detergentes 

Brij 98 e Brij 58. Valores obtidos anteriormente com TX-100, são mostrados, para fins 

de comparação (Preté et al., 2002a). 

Os valores de Csat e Csol encontrados para o Brij 98 e Brij 58 são inferiores aos 

descritos para o TX-100 (Preté et al., 2002a) nas mesmas condições, refletindo o alto 

poder lítico dos Brij. Esses valores mostram que o poder lítico dos Brij é cerca de 5-10 

vezes maior do que o TX-100 (tabela 3). 

Tabela 3. Efeito hemolítico (Csat e Csol) dos detergentes TX-100, Brij 98 e Brij 58 em 
membranas de eritrócito humano, sob condições isotônicas, pH 7,4 e 37°C.  

 
 Csat  Csol 

Ht L (µM) a TX-100 
(µM) b 

Brij 98 
(µM) 

Brij 58 
(µM) 

 TX-100 
(µM) b 

Brij 98 
(µM) 

Brij 58 
(µM) 

0,15% 13 131 9,11 16,46  222 17,38 32,15 

0,30% 26 169 11,78 20,34  213 20,41 37,61 

0,45% 39 184 13,56 26,51  255 22,19 43,08 

0,60% 52 --- 16,32 30,56  --- 25,12 46,95 
a L= concentração de lipídios (fosfolipídios + colesterol) em membranas de eritrócitos 
correspondente a cada hematócrito, calculado de acordo com Malheiros et al. (2000). 
b dados de Preté et al., 2002ª 

Relacionando o HLB dos detergentes da série Brij (tabela 2) com os valores de 

Csat e Csol na tabela 3, observa-se que o Brij 98 com menor HLB (15,3) requer menores 

concentrações para solubilização da membrana do que o Brij 58 (HLB = 15,7). Os 

menores valores de Csat e Csol encontrados para o Brij 98 em relação ao Brij 58 reflete a 

importância do caráter hidrofóbico no processo hemolítico, tal que quanto menor o HLB, 

menor a concentração de detergente necessária para desestabilizar a membrana, de 

igual forma para a CMC ou outro parâmetro de hidrofobicidade (Tabela 2). A habilidade 

de um detergente em se ligar na membrana e, portanto, ser um bom agente lítico pode 
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ser indicado pelo HLB. Preté et al. (2002b) demonstraram que dentro da série CnEm
 , 

quanto maior o comprimento da cauda acila, menor o HLB e maior o potencial lítico do 

detergente. Resultados semelhantes foram demonstrados com série homóloga de 

detergentes Renex (Preté, 2006) e, ASB (Domingues et al., 2008) entre outros 

(Galembeck et al., 1998; Preté et al., 2002b). 

Já em relação ao TX-100, os Brij são mais hidrofílicos (sua porção polar tem o 

dobro de unidades polioxietileno que o TX-100) e, mesmo assim, mostram um potencial 

lítico bem superior ao daquele, indicando que outros fatores estão envolvidos no 

processo de lise desfavorecendo a inserção do TX-100 na bicamada lipídica (em 

relação aos Brij) como, por exemplo, um possível impedimento estérico, conferido ao 

TX-100 pelo seu anel benzênico, na interface polar-apolar da molécula (Figura 4). 

Os valores de Csat e Csol obtidos das curvas hemolíticas foram representados 

graficamente em função da concentração de lipídios da membrana (Figuras 11 e 12) 

permitindo a determinação da razão molar efetiva detergente/lipídio para o início (Re
sat) 

e total solubilização (Re
sol) da membrana, de acordo com a equação (1) descrita na 

metodologia.  

 

Figura 11. Razões molares efetivas de Brij 98/Lipídio para saturação e solubilização da 
membrana eritrocitária. Valores de Csat ( ) e Csol ( ) foram graficados em função da 
concentração lipídica dos hematócritos (Ht 0,15%=13µM, Ht 0,30%=26µM, Ht 
0,45%=39µM e Ht 0,60%=52µM), calculada segundo Malheiros e cols. (2000). 
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Figura 12. Razões molares efetivas de Brij 58/Lipídio para saturação e solubilização da 
membrana eritrocitária. Valores de Csat ( ) e Csol ( ) foram graficados em função da 
concentração lipídica dos hematócritos (Ht 0,15%=13µM, Ht 0,30%=26µM, Ht 
0,45%=39µM e Ht 0,60%=52µM), calculada segundo Malheiros e cols (2000). 
 

A tabela 4 reúne os parâmetros obtidos a partir das Figuras 11 e 12 além de 

valores para o TX-100, adicionados para comparação. 

Tabela 4.  Razões molares efetivas detergente/lipídio e parâmetros relacionados com a 
lise de eritrócitos induzida por Brij 98, Brij 58 e TX-100. Condições experimentais como 
descritas nas Figuras 9 e 10. 

Brij 98 Brij 58 TX-100a 

Re
sat 0,18 0,37 1,58 

Re
sol 0,18 0,38 2,15 

Dw
sat 6,8 µM 11,3 µM 100 µM 

Dw
sol 15,4 µM 27,58 µM 180 µM 

Kb (M-1) 22302 23957 5900 
a dados de Preté et al., 2002a. 

As propriedades agregativas dos detergentes têm sido consideradas um fator 

extremamente relevante na solubilização de membranas (Lichtenberg, 1985; Heerklotz 

& Seelig, 2000; Lichtenberg et al., 2000; Schreier et al., 2000; Domingues et al., 2008). 

No modelo proposto por Le Maire et al (2000), a solubilização envolve um número de 

estágios intermediários, iniciando-se pela desestabilização dos componentes lipídicos 
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da membrana, em concentrações do detergente abaixo da CMC e culminando na 

ruptura total dessa, em concentrações próximas a CMC. 

Segundo Lichtenberg (2000), os valores de Dw, obtidos pelo intercepto das 

ordenadas nas Figuras 11 e 12, correspondem à concentração de detergente livre em 

água, e em particular no caso dos valores de Dw
sat há uma correlação com a CMC dos 

detergentes. No entanto, esses valores são geralmente menores do que os valores de 

CMC, uma vez que os lipídios da membrana oferecem uma contribuição adicional para 

a agregação do detergente, diminuindo a concentração mínima de monômeros para 

formação da micela. Já os valores de Dw
sol podem ser influenciados pela formação de 

micelas mistas formadas a altas concentrações de detergente e, portanto, não guardam 

qualquer relação com a CMC. 

De fato, os valores de Dw
sat encontrados (tabela 4) para o Brij 98 e Brij 58 são 

menores que as respectivas CMC desses detergentes (Tabela 2), como discutido 

acima, porém estão na mesma ordem de grandeza.  

Os valores de Re determinados (tabela 4) demonstram que os análogos Brij 98 

e Brij 58 solubilizam membranas biológicas em razões molares detergente/lipídio 

menores que aquelas requeridas pelo TX-100. Isto significa que estes dois detergentes 

apresentam alto potencial lítico e podem ser explorados nos processos de solubilização 

de lipídios e proteínas de membranas, conforme já tem sido apontado em alguns 

estudos (Johansson et al., 1995; Drevot et al., 2002; Schuck et al., 2003; Pike et al., 

2005). Esses resultados evidenciam mais uma vez a relação existente entre 

hidrofobicidade dos detergentes (HLB, CMC) e solubilização de membrana (potencial 

lítico), de forma que quanto menor a CMC maior é o potencial de solubilização.  

Os valores de Re do Brij 58 são cerca de duas vezes maiores que os valores do 

Brij 98, o que reflete a contribuição da maior porção hidrofóbica do Brij 98 para a lise 

(Figura 4), o que está de acordo com observações feitas em outras séries homólogas 

de detergentes (Preté, 2006; Domingues et al., 2008). Os valores encontrados para o 
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Brij 98 estão próximos dos determinados para o C12E8 (Preté et al., 2002b) que tem 

cadeia acila e cabeça polar mais curtas.  

Os valores de Kb determinados (tabela 4) para o Brij 98 e Brij 58 evidenciam a 

alta afinidade desses detergentes pela membrana eritrocitária, explicando o grande 

potencial lítico desses detergentes. A constante de associação dos Brij 98 e Brij 58 é 

cerca de 2 vezes maior que a dos homólogos polioxietileno 8-etil éteres de cabeça polar 

mais curta (C16E8 e C18E8) e cadeia acila equivalente (Preté et al, 2002b). No entanto, 

Brij 98 que demonstrou ser mais lítico que Brij 58 apresentou um Kb ligeiramente menor. 

Isto poderia ser explicado pelo fato, de que na faixa de concentração de hemólise, 

ambos detergentes se apresentam numa concentração pré-micelar. Sowmiya e cols 

(2010) verificaram que a fase micelar dos Brij 98 e Brij 58 é precedida pela formação de 

pequenos agregados conhecidos como agregados pré-micelares.  Na fase pré-micelar, 

diferentemente da fase micelar, o Brij 58 é mais hidrofóbico e, consequentemente, 

menos polar que o Brij 98.  A existência desses agregados pré-micelares da série Brij 

poderia também favorecer uma interação detergente-membrana de maneira particular 

tal que, através das condições utilizadas nesse trabalho para determinar os parâmetros 

hemolíticos, não pudemos observar uma diferença entre os valores de Re
sat e Re

sol para 

cada detergente usado. Portanto, o efeito hemolítico provocado pelos Brij parece ser 

um fenômeno fortemente associado aos monômeros e pré-micelas, além da fase 

micelar desses detergentes. 

A existência de uma íntima correlação entre formação de micela, partição e 

ruptura de membrana tem sido descrita na literatura (Lichtenberg, 1985; Lichtenberg et 

al., 2000; Heerklotz, 2008). Desta forma, o produto de Kb . CMC foi proposto para 

classificar os detergentes em relação ao potencial de ruptura de membrana (Heerklotz 

& Seelig, 2000), ou seja, detergentes com Kb . CMC < 1 são considerados fortes, 

enquanto aqueles que apresentam Kb . CMC > 1 são considerados fracos. De acordo 

com esta classificação, o Brij 98 é considerado forte (Kb.CMC = 0,56) e o Brij 58 é 

considerado fraco (1,8).  Preté (2006) propôs classificar os detergentes em relação ao 

potencial de ruptura de membranas substituindo o parâmetro proposto por Heerklotz & 
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Seelig (2000) pelos valores de Re
sat. Esse último método demonstrou ser eficiente para 

descrever o efeito hemolítico da maioria dos 27 detergentes estudados por aquele autor 

e, dessa forma, pode ser uma alternativa para a classificação de um grande número de 

compostos em relação ao seu efeito lítico em sistemas membranares complexos, 

contendo lipídios e proteínas. Considerando os valores de Re
sat, tanto o Brij 98 quanto o 

Brij 58 são considerados fortes solubilizadores (Re
sat < 1) enquanto o TX-100 é 

considerado fraco (Re
sat > 1). Esses resultados, sobre o forte potencial de solubilização 

dos Brij, reforçam ainda mais os resultados sobre o efeito hemolítico obtidos em que Brij 

98 e Brij 58 foram mais potentes em relação ao clássico TX-100. Além disso, esses 

resultados podem ajudar a explicar a solubilização diferencial de lipídios da membrana 

eritrocitária, como será demonstrado nos próximos itens. 

2. Membranas Resistentes a Detergentes (DRMs) 

Para preparação das DRMs foi utilizado tampão TN pH 7,4. Optou-se em não 

incluir o uso de EDTA de forma a evitar quelação de alguns cátions bivalentes e, 

portanto, evitar possível desestabilização da monocamada interna que é dependente 

desses íons (Quinn, 2010). Dessa forma, evitou-se uma possível redistribuição das 

proteínas na membrana eritrocitária e nas suas respectivas DRMs. Além disso, não 

encontramos diferenças no conteúdo proteico e de colesterol em DRMs preparadas 

com ou sem uso de EDTA (Domingues, 2009). 

Inicialmente, foram testadas duas concentrações dos detergentes Brij 98 e Brij 

58 para lise dos eritrócitos e formação das DRMs. As concentrações foram de 8,6 mM e 

8,9 mM para Brij 98 e Brij 58, respectivamente, (que correspondem a cerca de 1%) e 16 

mM para ambos (que corresponde a cerca de 1,8%). Ambas concentrações as DRMs 

foram analisadas quanto ao conteúdo de colesterol e proteína total, além do perfil 

eletroforético. Obtivemos resultados semelhantes para ambas concentrações e, por 

isso, para poder melhor comparar DRMs obtidas com os detergentes da série Brij e 

DRMs de TX-100, optamos em utilizar a concentração de 16 mM que corresponde a 

concentração geralmente utilizada de TX-100 no preparo de DRMs. Dessa forma, a 

razão molar detergente/lipídios da membrana de eritrócitos foi de aproximadamente 
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12:1, conforme descrito em nossos estudos prévios (Crepaldi Domingues et al., 2009; 

Domingues et al., 2010). 

Para obtenção das DRMs de TX-100, Brij 98 e Brij 58 houve a necessidade de 

usar carbonato de sódio para romper possíveis interações eletrostáticas existentes 

entre os domínios de membrana e as proteínas do citoesqueleto. Ciana e col. (2005) 

demonstraram que DRMs de ghosts de eritrócitos estão associadas ao citoesqueleto 

através de interações eletrostáticas que podem ser dissociadas pelo aumento do pH e 

da força iônica do meio, através do uso de carbonato de sódio. A necessidade dessas 

condições específicas (alto pH e força iônica) foram também demonstradas em trabalho 

anterior de nosso laboratório, utilizando eritrócitos intactos (Crepaldi Domingues et al., 

2009). No entanto, outros grupos nunca descreveram o uso de carbonato de sódio ou 

alteração de força iônica e pH na preparação de DRMs de eritrócitos. A fim de explicar 

a necessidade do uso de carbonato de sódio, Minetti e cols. (Ciana et al.,  2011) 

mostraram recentemente, que o uso de filtros de celulose e do agente inibidor de 

proteases diisopropilfluorofosfato (DFP) são indispensáveis para prevenir a ação 

proteolítica dos leucócitos contaminantes das suspensões de eritrócitos.  

Neste estudo, embora as DRMs tenham sido preparadas sem o uso de DFP, 

tivemos o cuidado de usar filtro de celulose em todas as preparações dos eritrócitos, 

além de realizar lavagem dos eritrócitos, antes e após a filtração, evitando a 

contaminação por leucócitos.  Além disso, aqueles autores (Ciana et al., 2011) 

demonstraram que DRMs obtidas com ou sem uso de DFP foram similares quantitativa 

(conteúdo de colesterol igual a 30% em relação à membrana de eritrócito intacta) e 

qualitativamente (ambos continham flotilina-2 e estomatina, marcadores protéicos de 

lipid rafts), confirmando nossos resultados anteriores em relação a presença de 

marcadores de rafts e  conteúdo de colesterol em DRMs obtidas sem o uso de DFP 

(Crepaldi Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010). A ação proteolítica (sem uso 

de DFP) foi observada principalmente para banda 3, GPC, anquirina, proteína 4.1 e 

espectrina (Ciana et al., 2011).  
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2.1. Preparo de DRMs isoladas em diferentes condições de temperatura e 

a partir de células tratadas com M CD 
A Figura 13 mostra o gradiente de sacarose, após a ultracentrifugação de 

eritrócitos lisados com Brij 98 e Brij 58 a 4ºC e a 37ºC e também eritrócitos tratados 

com M CD e lisados a 4ºC com os mesmos detergentes. Visualmente observa-se uma 

fração de baixa densidade encontrada na interface 5% - 30% de sacarose. Essa fração 

corresponde à porção de membrana insolúvel aos detergentes (DRMs). Para análise 

das amostras foi coletado 1 mL das referidas frações de baixa densidade, de modo que 

toda fração de DRMs de cada tubo estava contida naquele volume. 

Neste estudo demonstramos, pela primeira vez, o preparo de DRMs de 

eritrócitos a partir de detergentes Brij embora a obtenção de DRMs a partir de Brij 98 e 

Brij 58 já tenham sido descrita anteriormente, para outros tipos celulares (Drevot et al., 

2002; Bini et al., 2003; Schuck et al., 2003; Locke et al., 2005; Gil et al., 2006; Lenne et 

al., 2006). 

De acordo com a Figura 13, foi possível preparar DRMs tanto a 4ºC quanto a 

37ºC. Portanto, assim como demonstramos anteriormente para TX-100 e C12E8 

(Domingues et al., 2010) a preparação de DRMs também se dá em temperatura 

fisiológica com uso de Brij. Recentemente Mikhalyov e Samsonov (2011) utilizando 

fluorimetria e microscopia de fluorescência, detectaram lipid rafts em membranas de 

eritrócitos em temperatura fisiológica. Aqueles autores demonstraram que domínios da 

membrana de eritrócitos intactos ocorrem tanto a 4ºC quanto a 23ºC e 37ºC, embora os 

microdomínios foram menos evidentes nas temperaturas maiores. Outro dado 

interessante desse último estudo foi a determinação da mobilidade de domínios na 

membrana eritrocitária: esses microdomínios apresentaram velocidade de difusão 

lateral de lipídios na faixa de 0,3-0,5 µm/s a temperatura ambiente. Baseado em nossos 

resultados e na literatura, podemos então afirmar que tanto rafts quanto DRMs de 

eritrócitos podem ser caracterizados em diferentes temperaturas, incluindo 37ºC, 

permitindo análises comparativas entre essas estruturas de membranas (rafts e DRMs). 
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Após uma depleção de colesterol foram obtidas frações de membranas que 

resistiram à ação do detergente, indicando que a quantidade de colesterol extraída 

(cerca de 40% do total de colesterol da membrana do eritrócito) não alterou a 

propriedade de baixa densidade dessas frações. A redução do conteúdo de colesterol 

também foi conduzida por Mikhalyov e Samsonov (2011), os domínios foram 

monitorados através de uma sonda fluorescente e após o tratamento dos eritrócitos 

com M CD a 4ºC, esses autores observaram uma diminuição dos microdomínios em 

função do tempo de incubação com M CD e uma conseqüente diminuição no conteúdo 

de colesterol na membrana eritrocitária. Embora esses resultados evidenciem que a 

presença do colesterol é essencial para a separação de fase e formação de domínios 

na membrana, nossos resultados demonstraram que a propriedade de baixa densidade 

é mantida nessas DRMs.  

 

Figura 13. Gradiente de sacarose após ultracentrifugação de eritrócitos humanos 
tratados com Brij 98 e Brij 58 à 4ºC (A) e 37ºC (B). Na Figura (A) observa-se também o 
aspecto do gradiente de sacarose e DRMs obtidas a partir de células com menor 
conteúdo de colesterol (tratadas com M CD). A seta indica a posição de DRMs, na 
região do gradiente de baixa densidade. Os números 5%, 30% e 40% indicam a 
concentração da solução de sacarose, formando um gradiente descontínuo.  

Locke e col. (2005) encontraram que a densidade da fração de DRMs isoladas 

a partir de células HeLa com uso de TX-100 variou de aproximadamente 1,076 a 1,100 
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g/cm3 e  de 1,058 a 1,089 g/cm3 em DRMs de Brij 58. As DRMs obtidas na Figura 13 

correspondem a densidades similares àquelas descritas por Locke e col. (2005) uma 

vez que os valores descritos por aqueles autores se referem a densidades encontradas 

na interface 5-30% do gradiente de sacarose. 

2.2. Caracterização do conteúdo de colesterol e proteínas de DRMs 
DRMs são caracterizadas pelo alto teor de colesterol e esfingolipídios (em 

relação às membranas de origem), além da presença de proteínas específicas. 

Inicialmente, as frações resistentes a detergentes foram analisadas quanto ao conteúdo 

de colesterol (Figura 14) e proteínas totais (Figura 15), e comparadas com DRMs 

preparadas com TX-100 

 

Figura 14. Quantificação do conteúdo de colesterol nas frações de DRM obtidas com 
TX-100, Brij 98 e Brij 58 e em membrana de eritrócitos (RBC). O conteúdo de colesterol 
dos eritrócitos equivale ao número de células presentes inicialmente na preparação das 
DRMs correspondendo a 2,5 x 109 (eritrócitos íntegros). Os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão; **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6.  

Aproximadamente 40% do conteúdo de colesterol da membrana do eritrócito 

ficou confinado nas DRMs preparados com TX-100 e Brij 58, tanto a 4ºC quanto a 37ºC. 

Já para o Brij 98, esses valores foram mais elevados: a 4ºC, cerca de 67% do conteúdo 

de colesterol foi encontrado nos DRMs, enquanto  a 37ºC, cerca de 47%. Esses 

resultados indicam que o colesterol foi mais resistente ao tratamento com Brij 98 que 

aos demais detergentes. Além disso, a temperatura foi um fator relevante no conteúdo 
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de colesterol apenas para o Brij 98. Embora o efeito hemolítico do Brij 98 tenha sido 

maior que o do Brij 58 (tabelas 3 e 4), não se observou uma relação direta entre o efeito 

lítico e a solubilização do colesterol nas membranas de eritrócitos, indicando que esses 

processos são fenômenos independentes. 

Após o tratamento com M CD, observou-se uma diminuição de 40% no 

conteúdo de colesterol presente nas células de eritrócitos. Quando essas células, com 

menor conteúdo de colesterol foram tratadas com detergentes e submetidas à 

ultracentrifugação, a fração de DRM obtida apresentou proporcionalmente 40% a 

menos de colesterol (em relação as DRMs obtidas a partir da membrana intacta), tanto 

para o tratamento com TX-100 quanto com Brij 58. Já para o Brij 98, houve uma 

diminuição de 58% do conteúdo de colesterol presente nas DRMs obtidas a partir de 

membranas com conteúdo reduzido em colesterol, em relação ao conteúdo de 

colesterol inicial presente em eritrócitos tratados com M CD (Figura 14). Dessa forma, 

o conteúdo de colesterol em DRMs obtidas a partir de eritrócitos tratados com MBCD foi 

praticamente o mesmo, independente do detergente utilizado. 

O enriquecimento de colesterol em DRMs tem sido encontrado tanto em 

membranas modelo quanto em membranas biológicas. Recentemente, foi proposto por 

Ahyayauch e col. (2009) que a resistência de membranas à detergentes é devida, 

principalmente, à formação de complexos colesterol-esfingolipídio que possuem um 

curvatura espontânea negativa, ao contrário de outros lipídios que, assim, sofreriam 

solubilização. Naquele estudo, com membranas modelo compostas de PC, SM e 

colesterol, foi demonstrado que a solubilização de esfingomielina por detergente é 

diminuída na presença de colesterol. O teor de esfingolipídios em DRMs de eritrócitos 

será discutido adiante.  
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Figura 15. Quantificação do conteúdo protéico das frações de DRM obtidas com TX-
100, Brij 98 e Brij 58. Aproximadamente 2,5 x 109 células de eritrócitos íntegros (RBC) 
foram utilizadas para preparo das DRMs. A quantidade de proteína presente nas 
membranas intactas de eritrócitos foi estimada a partir da razão de massas 
proteínas:lipídio (1:1,2) e da concentração lipídica total (calculada de acordo com 
Dodge et al., 1963; Malheiros et al.,2000). Dados foram expressos como média ± desvio 
padrão; *p<0,05 e **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6.  

A Figura 15 mostra que aproximadamente 5-7% do conteúdo protéico da 

membrana do eritrócito foi confinado em DRMs preparadas com TX-100 e Brij 58 (4ºC e 

37ºC) e cerca de 17% em DRMs de Brij 98  (4ºC e  37ºC). Esses percentuais indicam 

que o teor protéico das frações de DRMs preparadas a partir de TX-100, Brij 98 e Brij 

58 praticamente não se alterou em função das temperaturas testadas (4º e 37ºC).  

Schuck e cols. (2003) utilizando células MDCK (Madin-Darby canine kidney) 

encontraram cerca de 10 vezes mais proteína em DRMs de Brij 58 do que em DRMs de 

TX-100; segundo esses autores, o Brij 58 teria uma ação menos seletiva sobre a 

membrana, pois romperia menos interações lipídio-proteína, justificando a associação 

de DRMs com um número maior de proteínas. Nossos resultados, no entanto, indicam 

que o Brij 98 foi menos seletivo que o TX-100, resultando em DRMs com maiores 

concentrações de colesterol e proteína. 

Além disso, a solubilização de proteínas e de colesterol de eritrócitos induzida 

por Brij 98 apresentou um comportamento diferencial para cada um desses 

componentes frente à variação de temperatura. Enquanto o colesterol mostrou-se 
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menos resistente a 37ºC, as proteínas apresentaram resistência muito similar tanto a 

4ºC quanto a 37ºC. 

Após o tratamento com M CD, não se observou diferença no conteúdo protéico 

entre as DRMs preparadas com células intactas e com conteúdo reduzido de colesterol, 

utilizando TX-100 e Brij 58. Já para DRMs de Brij 98 observou-se uma diminuição de 

cerca de 20% no conteúdo protéico, quando células com menor conteúdo de colesterol 

foram utilizadas. Dessa forma, nossos resultados demonstram que o tipo de detergente 

e o teor de colesterol podem regular a composição proteica das DRMs, evidenciando 

que a associação da proteína com DRMs (e, por extrapolação, com os rafts) pode estar 

relacionada à sua habilidade de se ligar com colesterol. 

Outro aspecto importante que caracteriza as DRMs em geral é o aumento da 

razão de massas colesterol/proteína (Crepaldi Domingues et al., 2009; Quinn et al., 

2010). A Figura 16 mostra as razões colesterol/proteína da membrana de eritrócito 

intacta e das frações de DRMs obtidas com os diferentes detergentes. Assim como 

observado para DRMs de eritrócitos obtidas com TX-100 e C12E8 (Crepaldi Domingues 

et al., 2009), encontramos um aumento significativo na razão colesterol/proteína  para 

DRMs de Brij 98 e Brij 58, em relação as células intactas (Figura 16). Para DRMs 

obtidas em diferentes condições (temperatura e a partir de células reduzidas de 

colesterol) esse aumento variou de 3 a 4 vezes para Brij 98, enquanto que para Brij 58 

essa variação foi de 4 a 6 vezes.  
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Figura 16. Razão (m:m) colesterol/proteína em DRMs obtidas com TX-100, Brij 98 e Brij 
58. Aproximadamente 2,5 x 109 células de eritrócitos íntegros (RBC) foram utilizadas 
para preparo de DRMs. A quantidade de proteína presente no eritrócito foi estimada a 
partir da razão de massas proteínas:lipídio (1:1,2) e da concentração lipídica total 
(calculada de acordo com Dodge et al., 1963; Malheiros et al., 2000). Os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão (n= 3-6) 

A presença de proteínas do citoesqueleto associadas às DRMs tem também 

sido alvo de muito debate na literatura (Ciana et al., 2011) e ainda é um tema bastante 

controverso. Neste sentido, medidas de eletroforese monodimensional foram utilizadas 

na tentativa de caracterizar, qualitativamente, o conteúdo proteico das DRMs. O perfil 

eletroforético (SDS-PAGE) de DRMs obtidas com TX-100, Brij 98, Brij 58 é mostrado na 

Figura 17.  

A presença de espectrina, observada nas DRMs de TX-100 e Brij 98 (Figura 

17), provavelmente se deve a presença de leucócitos contaminantes em nossas 

preparações. Conforme descrito por Ciana e cols. (2011), o uso de DFP juntamente 

com a filtração em celulose evitaria este tipo de contaminação. Dessa forma, um 

resultado falso-positivo pode ter ocorrido em nossos experimentos. Mesmo assim, ficou 

evidente que tanto a remoção de colesterol quanto o aumento da temperatura (dados a 

37ºC) promoveram uma diminuição acentuada no conteúdo de espectrina em DRMs de 

TX-100 e Brij 98.  
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Figura 17. Eletroforese SDS-PAGE de proteínas presentes em DRMs preparadas com 
TX-100 (A), com Brij 98 e Brij 58 (B) a 4ºC (A = coluna 2; B = colunas 2 e 4), 37ºC (A = 
coluna 4; B = colunas 6 e 7) e a partir de células com conteúdo reduzido de colesterol e 
lisadas a 4ºC (A = coluna 3; B = coluna 3 e 5). Uma quantidade de amostra de ghosts 
proporcional à quantidade da fração de DRMs foi usada como controle (A). PM (coluna 
1) indica os padrões de peso molecular das proteínas. 

Curiosamente, a presença de banda 3 ficou mais evidente em DRMs 

preparadas com Brij do que com TX-100. Embora tenha sido demonstrado 

anteriormente que a banda 3 não deve estar envolvida na associação entre DRM-

citoesqueleto de eritrócito (Crepaldi Domingues et al., 2009), nossos resultados com Brij 

(principalmente Brij 98) revelam uma seletividade por essa proteína (banda 3) não 

encontrada em DRMs de TX-100. Isso indica, mais uma vez, que a composição de 

DRMs é dependente da capacidade solubilizante específica do detergente utilizado.  
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Para completar a análise qualitativa das proteínas presentes nas diferentes 

DRMs estudadas, medidas de Western blotting foram conduzidas, na tentativa de 

identificar proteínas marcadoras de DRMs, como flotilina-2 e estomatina (Crepaldi 

Domingues et al., 2009; Domingues et al., 2010). 

2.3. Western Blotting 

O uso de diferentes detergentes e temperatura de extração de DRMs podem 

levar a inclusão e exclusão de proteínas nas DRMs (Pike et al., 2005; Domingues et al., 

2010) principalmente nas proteínas marcadoras de lipid rafts (Domingues et al., 2010). 

Flotilina-2 e estomatina são duas proteínas presentes em DRMs da membrana de 

eritrócito (Samuel et al., 2001; Murphy et al., 2007; Crepaldi Domingues et al., 2009; 

Domingues et al., 2010). A distribuição dessas proteínas nas DRMs obtidas com Brij 98 

e Brij 58 e em ghosts de eritrócitos está demonstrada na Figura 18.  

Para comparação, foram aplicadas 10 µg de proteínas totais para as DRMs e 

ghosts, somente para a DRM de TX-100 foi aplicado 5 µg. Como observado (Figura 18) 

todas as preparações de DRMs apresentam estomatina e flotilina-2, no entanto, 

visualmente há diferenças no conteúdo dessas proteínas entre as DRMs.  

 

Figura 18. Detecção por western blotting das proteínas marcadoras de lipid 
rafts, estomatina e flotilina-2, presentes nas DRMs e ghosts; 10 ug de proteínas foram 
aplicadas para todas amostras exceto para a DRM de TX-100 onde foi aplicado 5 ug. 

A flotilina-2 foi essencialmente afetada após o tratamento com M CD e a 

consequente diminuição de colesterol nas DRMs de Brij 98 e Brij 58 quando 

comparadas com suas respectivas DRMs preparadas a partir de células intactas à 4ºC. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Samuel e cols (2001) e Domingues e 
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cols (2010) para DRMs de eritrócitos lisados com TX-100. Entretanto, a estomatina não 

teve seu perfil de solubilização alterado pela diminuição do colesterol. Esses resultados 

estão de acordo com aqueles encontrados por Domingues e cols (2009) para DRMs 

isoladas de dois diferentes detergentes (TX-100 e C12E8). Considerando nossos 

resultados parece que os domínios onde encontra-se flotilina-2 são fortemente 

dependentes de colesterol, diferentemente dos domínios de estomatina. No entanto, 

Samuel e cols (2001), utilizando uma metodologia de preparação dos eritrócitos 

diferentes daquela utilizada neste trabalho, não encontraram associação de estomatina 

com DRMs após a depleção do colesterol. 

É importante ressaltar que apesar de não haver diferença significativa no 

conteúdo proteico total entre as DRMs de Brij 58 a 4ºC e as DRMs de Brij 58 preparada 

a partir de células com conteúdo de colesterol diminuído, o conteúdo de flotilina foi 

diminuído nessas ultimas frações. 

A temperatura de lise das células não foi um fator determinante na presença 

dessas proteínas nas DRMs, em oposição aos resultados descritos por Domingues e 

cols (2010) para DRMs de TX-100 e C12E8 preparadas a 37ºC, onde a flotilina-2 e a 

estomatina foram parcialmente solubilizadas por esses detergentes. 

2.4. Análise dos fosfolipídios de DRMs 
Alguns trabalhos na literatura evidenciaram menor tendência do Brij 98 em 

solubilizar fosfolipídios localizados na monocamada interna das membranas e 

conservar a assimetria da membrana (Schuck et al., 2003; Quinn, 2010). 

Embora o comportamento de fases dos lipídios em membranas modelo venha 

sendo explorado (Almeida, 2009; Wydro, 2011a; Wydro, 2011b), é comum analisar 

apenas certos tipos de lipídios da membrana, a saber: esfingolipídios (esfingomielina) e 

colesterol, que são os principais responsáveis pela fase líquido ordenada dos rafts, e 

ainda a fosfatidilcolina. De acordo com o comprimento das cadeias N-acila dos ácidos 

graxos presentes nos esfingolipídios, estes últimos podem ser chamados de simétricos 

(quando possuem entre 16-18 átomos de carbono) e assimétricos (quando possuem 



 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

75 

 

entre 22-26 átomos de carbono). O tamanho dessas cadeias N-acila dos esfingolipídios 

influencia fortemente a formação dos domínios em membranas celulares. Os 

glicerofosfolipídios preferencialmente se associam à esfingolipídios assimétricos. Já a 

associação de esfingolipídios simétricos com colesterol prevalece sobre os 

glicerofosfolipídios (Quinn, 2010). A relação entre a variedade de esfingolipídios 

assimétricos e suas respectivas funções em rafts é ainda alvo de investigação. 

Como poucos estudos tem explorado DRMs em eritrócitos, pouco se sabe sobre 

sua composição lipídica diferencial. Dessa forma, os lipídios da membrana do eritrócito 

e de suas respectivas DRMs foram extraídos para identificação de diferentes tipos de 

fosfolipídios e ainda para obter uma análise mais detalhada dos ácidos graxos 

presentes nessas frações. A extração de lipídios com solvente orgânico, conforme 

descrito em materiais e métodos foi conduzido da mesma forma para ghosts e DRMs. 

Inicialmente os fosfolipídios de DRMs preparadas a partir de células lisadas a 

4ºC foram analisados por HPTLC (Figura 19).  Nessas placas foram aplicados cerca de 

10-4M de lipídios (cálculos estimados, a partir da dosagem de proteína e usando-se a 

razão de massas existente entre proteína e lipídio, na membrana de eritrócito). Como 

podemos observar na Figura 19, as principais bandas encontradas em DRMs de Brij 

foram: esfingomielina (SM), fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE). Como a 

banda de fosfatidilserina (PS) apresentou baixa resolução e não foi reprodutível em 

DRMs, ela não foi considerada nas análises subsequentes.  

A distribuição dos fosfolipídios (em mol%) presentes na membrana do eritrócito 

e em DRMs, obtida através das análises das placas de HPTLC, é dada na Figura 20. A 

distribuição em mol% de PC e PE em ghosts foi praticamente a mesma (34%, Figura 

20) enquanto a razão SM:PC encontrada foi de 0,82:1, em concordância com os 

resultados descritos por Koumanov  e cols (2005): 0,7-0,8:1, e Leidl e cols. (2008): 

0,9:1. 
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Figura 19. Perfil de distribuição dos fosfolipídios presentes em ghosts de eritrócitos e 
em DRMs de Brij 98, Brij 58 e TX-100. O padrão 1 é uma mistura lipídica de 
esfingomielina (SM), fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE). O padrão 2 
contém fosfatidilserina (PS). A placa foi corada com azul de molibdênio, para 
visualização dos fosfolipídios.  

Embora a SM seja o fosfolipídio predominante nas DRMs de TX-100 (45 mol%), 

esse enriquecimento não foi observado em DRMs de Brij. Diferentemente do esperado, 

DRMs de Brij 98 e Brij 58 apresentaram uma distribuição de SM e glicerofosfolipídios 

bem similar à encontrada na membrana de eritrócitos. Os resultados da Figura 20 

evidenciam ainda que além de SM, as DRMs de eritrócitos obtidas com Brij e TX-100 

também apresentam um alto conteúdo dos glicerofosfolipídios majoritários (PC e PE). 

Na membrana do eritrócito, PE e PS são lipídios localizados principalmente na 

monocamada interna (80% do total de PE e 100% das PS estão presentes no lado 

citossólico da bicamada) (Sackmann, 1995). Os resultados na Figura 20 indicam outra 

diferença encontrada entre fosfolipídios de DRMs de TX-100 e DRMs de Brij, referente 

ao conteúdo de PE. Assim como observado em outros estudos (Schuck et al., 2003; 

Pike et al., 2005) fosfolipídios da monocamada interna (neste caso PE) foram mais 

resistentes ao Brij do que ao TX-100. Enquanto a razão PC:PE  variou entre 1-1,3 para 

DRM de Brij, essa razão foi de 2,2 para DRM de TX-100. Esses resultados indicam que 

a habilidade de solubilizar lipídios da monocamada interna não é a mesma para todos 

os detergentes e sim uma característica particular de cada composto (Pike et al., 2005). 

Segundo Pike et al. (2005), os lipídios  da monocamada interna seriam menos estáveis 
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que os da monocamada externa, devido à ausência ou diminuição de interações entre 

esfingolipídios e colesterol, já que  SM distribui-se preferencialmente na monocamada 

externa das biomembranas e não estaria presente na monocamada intracelular de rafts 

(Niu & Litman, 2002; Pike et al., 2005).  

A quantidade de PC que poderia estar presente na monocamada interna de 

rafts e a natureza de suas cadeias acilas ainda são pobremente conhecidas. Também 

os resultados obtidos com frações de membranas obtidas sem uso de detergentes 

sugerem que a monocamada interna de rafts contém mais PE do que PC, e essa com 

cadeias relativamente mais saturadas (Pike et al., 2005). A distribuição do colesterol 

entre as duas monocamadas também não é bem conhecida, mas sabe-se que ele 

também está presente em grandes quantidades na monocamada interna (Wydro, 

2011a).   

 

Figura 20. Distribuição dos fosfolipídios (SM=esfingomielina, PC=fosfatidilcolina, 
PE=fosfatidiletanolamina) de ghosts e de DRMs de TX-100, Brij 98 e Brij 58, obtidos 
das medidas de HPTLC. Os valores estão expressos em mol% e correspondem a uma 
média de 3 experimentos independentes.  
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Embora as análises do conteúdo de fosfolipídios e colesterol tenham sido 

realizadas por diferentes técnicas, a razão SM:colesterol nas DRMs foi determinada em 

0,21 para DRMs de TX-100 e 0,12 e 0,18 para DRMs de Brij 98 e Brij 58, 

respectivamente. Esses valores são menores do que a razão encontrada por Koumanov 

e cols. (2005) em DRM de TX-100 (1,1). Porém os valores encontrados nesse estudo 

estariam de acordo com aqueles determinados em DRMs de membranas de cérebro 

(Brügger et al., 2004) (0,18) e para DRMs de células MDCK preparadas com TX-100 

(Delaunay et al., 2008) (0,3). 

Para evidenciar a presença de SM e colesterol, que são os lipídios geralmente 

mais abundantes em rafts e responsáveis pela formação da fase Lo, os lipídios 

analisados por HPTLC foram divididos em esfingolipídios, glicerofosfolipídios (PC + PE) 

e, juntamente com o colesterol, suas concentrações (em razão molar) foram 

comparadas graficamente. A razão molar entre esfingomielina/glicerofosfolipídios 

(SM/GL) e colesterol/glicerofosfolipídios (Col/GL) estão representadas nas Figuras 21 e 

22. De acordo com a Figura 21, DRMs de TX-100 demonstraram claro enriquecimento 

em esfingolipídios, conforme também mostrado anteriormente (Figura 20). Esses 

resultados estão de acordo com o trabalho de Pike et al. (2005); que em DRMs de 

células CHO lisadas com TX-100 encontraram grande proporção de esfingomielina, 

comparada com a membrana original, enquanto que DRMs de Brij 98 eram menos 

enriquecidos em esfingomielina que as DRMs de TX-100.  
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Figura 21. Razão esfingomielina/glicerofosfolipídios (SM/Glicerof.) encontradas nas 
frações de DRM de TX-100, Brij 98 e Brij 58, preparadas a 4ºC. Glicerofosfolipídios 
representam PC e PE. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão; 
*p<0,05 e **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6. 

 
Figura 22. Razão colesterol/glicerofosfolipídios (COL/Glicerof.) encontradas nas frações 
de DRM de TX-100, Brij 98 e Brij 58, preparadas a 4ºC. Glicerofosfolipídios estão 
representam PC e PE. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão; 
*p<0,05 e **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6.  

Utilizando dados teóricos (Dodge et al., 1963; Malheiros et al., 2000), a 

concentração lipídica (colesterol e fosfolipídios) estimada em 2,5 x 10-9 eritrócitos 

presentes no hematócrito 20% (utilizado em nossos experimentos) é de 1,73 x 10-3 M 

Essa concentração foi a mesma encontrada em nossas analises lipídicas (colesterol e 

fosfolipídios) em amostras de ghosts equivalentes ao hematócrito 20%. Já as 

concentrações encontradas nas DRMs de TX-100, Brij 98 e Brij 58 foram: 4,5.10-4,  

7,3.10-4 e 5.10-4 M, respectivamente. Portanto, essas DRMs apresentaram 27, 43 e 
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29%, respectivamente, dos lipídios majoritários presentes na membrana de eritrócitos 

(hematócrito  20%). 

2.5. Composição dos ácidos graxos constituintes dos fosfolipídios de 
DRMs 

Para investigar possíveis diferenças entre as DRMs de eritrócito e determinar 

com mais detalhes o perfil lipídico dessas estruturas, foi utilizada a técnica de 

cromatografia gasosa (CG) para análise dos ácidos graxos dos fosfolipídios presentes 

em DRMs obtidas com TX-100, Brij 98 e Brij 58.  

Para detectar os ácidos graxos presentes nas classes mais abundantes de 

fosfolipídios da membrana (SM, PC e PE), esses últimos foram inicialmente separados 

por HPTLC e suas respectivas bandas utilizadas para análise por CG, como descrito 

em materiais e métodos. 

As Figuras 23, 24 e 25 mostram a composição dos ácidos graxos da 

esfingomielina (SM), da fosfatidilcolina (PC) e da fosfatidiletanolamina (PE), 

respectivamente.  

Entre os ácidos graxos encontrados na fração de SM presentes em ghosts, 

observa-se que as cadeias dos ácidos graxos saturados mais abundantes possuem 16, 

18, 22 e 24 átomos de carbono.  Como esperado (já que esfingolipídios, juntamente 

com o colesterol são reconhecidos por oferecerem resistência a detergentes e estão 

presentes em maior quantidade nas DRMs), as cadeias de ácidos graxos saturados 

(16:0, 18:0, 24:0) de SM foram expressivamente aumentadas nas frações de DRMs 

(Figura 23). A única exceção foi para a cadeia 22:0, que não mostrou enriquecimento 

em DRMs. Além disso, cadeias de ácidos graxos apresentando uma ou mais 

insaturações diminuíram nessas frações de DRMs em relação aos ghosts 

(especialmente no caso das cadeias 24:1) o que é consistente com a existência da fase 

Lo.  
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Um dado bastante interessante foi a presença quase que exclusiva de cadeias 

acilas 24:0 (ácido lignocérico) nas frações de esfingomielina presentes nas DRMs (tanto 

de TX-100 como de Brij 98 e Brij 58) em relação ao PC e PE. Como o ácido lignocérico 

não foi encontrado em frações de PC e PE, isso parece ser um fator bastante 

importante na formação de DRMs de eritrócitos uma vez que PC e PE também estão 

presentes em proporções significativas nas DRMs. Esfingolipídios assimétricos, como o 

ácido lignocérico, favorecem a formação de domínio Lo estável devido ao maior 

empacotamento da bicamada (menor fluidez) conferida pela longa cadeia acila quando 

associado ao colesterol ou com outros fosfolipídios com cadeias de ácidos graxos 

saturadas conforme descrito para membranas modelo (Quinn, 2010). De fato, Chen e 

cols. (2009a) analisando bicamadas de DRMs de Brij 96 e TX-100 de membranas de 

células cerebrais de rato por espalhamento de nêutrons (SANS) encontraram 

espessuras de 4,6 a 5,0 nm, isto é, ligeiramente maiores que a da membrana intacta 

(4,5 nm), o que seria resultado da maior quantidade de lipídios com cadeias saturadas e 

longas, como o ácido lignocérico, em DRMs. 

Entre as frações de PC e PE das DRMs (Figuras 21 e 22, respectivamente), 

encontramos menos ácidos graxos com cadeias longas como o ácido araquídico (20:0) 

e ácido lignocérico (24:0). Apenas uma pequena quantidade (cerca de 6%) de ácido 

araquidônico (20:4) compõe PC e PE nas DRMs. No entanto, um perfil muito similar ao 

encontrado para frações de SM foi observado para PC e PE: DRMs são enriquecidas 

de ácidos graxos saturados e reduzidas de insaturados em relação aos ghosts. Embora 

PE tenha sido reduzida em DRMs de TX-100, a composição e proporção de ácidos 

graxos naquela fração foi a mesma obtida em DRMs de Brij. 
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Figura 23. Composição das espécies de ácidos graxos presentes em esfingomielina 
(SM). Ácido palmítico (16:0), ácido esteárico (18:0), ácido oléico (18:1), ácido linoléico 
(18:2), ácido eicosatetraenoico (20:4), ácido beênico (22:0), ácido lignocérico (24:0), 
ácido nervônico (24:1).  representa p<0,05 entre DRMs. * representa p<0,05, e # 
representa p<0,001 para DRMs comparadas com os ghosts. Teste T de student não 
pareado, n=3. 

 

Figura 24.  Composição das espécies de ácidos graxos presentes em fosfatidilcolina 
(PC). Ácido palmítico (16:0), ácido esteárico (18:0), ácido oléico (18:1), acido linoléico 
(18:2), ácido eicosatetraenoico (20:4), ácido beênico (22:0), ácido lignocérico (24:0).  
representa p<0,05 entre DRMs. * representa p<0,05, e # representa p<0,001 para 
DRMs comparadas com os ghosts. Teste T de student não pareado, n=3. 
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Figura 25. Composição das espécies de ácidos graxos presentes em 
fosfatidiletanolamina (PE). Ácido palmítico (16:0), ácido esteárico (18:0), ácido oléico 
(18:1), ácido linoléico (18:2), ácido eicosatetraenoico (20:4), ácido beênico (22:0), ácido 
lignocérico (24:0). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (n= 3). * 
representa p<0,05, e # representa p<0,001 para DRMs comparadas com os ghosts. 
Teste T de student não pareado, n=3. 

Em todos os casos testados nesse estudo (SM, PC e PE), as DRMs 

apresentaram um aumento na razão entre ácidos graxos saturados e insaturados, em 

comparação à composição de ácidos graxos da membrana do eritrócito. Essas razões 

estão representadas na Figura 26. Esses resultados evidenciam o aumento da 

quantidade de ácidos graxos saturados nas DRMs (compatível com uma menor fluidez 

dessas frações de membrana) e que estes ácidos graxos saturados não são 

exclusivamente provenientes de SM, mas também de glicerofosfolipídios.  

As cadeias acilas das SM de DRMs de TX-100 mostraram-se mais saturadas 

do que em DRMs de Brij 98, essa diferença deveu-se principalmente à diminuição de 

ácidos graxos 18:0 nas DRMs de Brij 98. Já a PC de Brij 58 apresentou mais ácidos 

graxos insaturados do que DRMs de TX-100; um aumento significativo foi encontrado 

para o ácido graxo 18:2.   
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Figura 26. Razão ácidos graxos saturados/insaturados dos principais fosfolipídios 
encontrados na membrana do eritrócito e em suas DRMs.  representa p<0,05 entre 
DRMs. # representa p<0,001 para DRMs comparadas com os ghosts. Teste T de 
student não pareado, n=3. 

Comparando-se a composição de PE, que é um fosfolipídio presente na 

monocamada interna, com a de PC e SM, fosfolipídios de inserção preferencial na 

monocamada externa, percebe-se que a monocamada interna das DRMs contém, 

proporcionalmente, mais ácidos graxos insaturados. Essa observação está de acordo 

com trabalhos na literatura que atribuem menor estabilidade aos lipídios da 

monocamada interna nas DRMs, fato até então atribuído somente a menor distribuição 

de SM nesta monocamada (Pike et al., 2005). 

2.6. Determinação do tamanho de DRMs 
Para avaliar a viscosidade das frações de DRMs (necessária para análise do 

tamanho dessas partículas, conforme será descrito mais adiante) foi preparada uma 

curva com concentrações conhecidas de sacarose em tampão TN pH 7,4 nas 

concentrações: 0%, 5%, 17,5%, 30% e 40%. As concentrações de 5, 30 e 40% foram 

escolhidas por corresponderem àquelas utilizadas no gradiente de sacarose usado para 

separação das DRMs. A concentração de 17,5% equivale a uma mistura (1:1, v/v) das 

soluções de sacarose 5 e 30% (correspondendo a concentração de sacarose na região 

do gradiente onde a fração DRM foi recolhida). A Figura 27 mostra a curva padrão e a 

viscosidade da amostra de DRMs.  
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Figura 27. Determinação da viscosidade encontrada nas diferentes concentrações de 
sacarose utilizadas para formação do gradiente. A seta indica a viscosidade encontrada 
nas amostras de DRMs. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (n=3) 
As medidas foram realizadas a 25ºC. 

Como esperado, as amostras de DRMs apresentaram a mesma viscosidade da 

amostra da solução de sacarose 17,5% (Figura 27), comprovando que as DRMs flotam 

na interface entre 5 e 30% de sacarose e que o gradiente descontínuo é mantido após a 

ultracentrifugação.  

Neste estudo, foram utilizadas medidas de espalhamento de luz (dynamic light 

scattering - DLS) para determinar o tamanho das vesículas de DRMs obtidas a partir de 

eritrócitos íntegros. As medidas de DLS foram feitas a 25ºC e a viscosidade atribuída às 

DRMs foi de 1,54 mPa.s, de acordo com os resultados de viscosidade mostrados na 

Figura 27. Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 6. 

Tabela 5. Tamanho das vesículas de ghosts e de DRMs de TX-100, Brij 98 e Brij 58. 
 Diâmetro (nm) % Populacional Polidispersão 

GHOSTS 2889,5 ±127,8 67 0,660 

DRM TX-100 100,0 ±10,8 82 0,350 

DRM Brij 98 970,4 ±199,8 88 0,589 

DRM Brij 58 277,0 ±30 83 0,491 
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Os valores encontrados mostram que os ghosts tem diâmetro ligeiramente 

menor que o de eritrócitos íntegros, ca. 8 µm (Chasis & Shohet, 1987), porém ainda na 

faixa de micrômetros. Já nas amostras de DRMs notam-se vesículas menores e com 

diferentes tamanhos, o que certamente reflete a diferente composição lipídica e proteica 

das frações resistentes a cada detergente. Particularmente as DRMs de Brij 98 

apresentaram-se como vesículas cerca de 10 vezes maiores que as de TX-100 o que 

pode ser explicado pela maior proporção de colesterol e proteínas encontradas nas 

DRMs de Brij 98 (Figura 16). 

Imagens de microscopia eletrônica mostraram que DRMs de ghosts de 

eritrócitos apresentam-se como vesículas multilamelares, fechadas, de tamanhos 

variados (Koumanov et al., 2005). Radeva e cols. (2004), demonstraram que DRMs de 

Brij 96 e TX-100 obtidas a partir de células RBL-2H3 são vesículas esféricas seladas, 

que parecem ser unilamelares. Esses autores também analisaram o tamanho das 

vesículas por DLS e encontraram diâmetro médio de 135 nm para as DRMs de Brij 96 e 

de 135 - 170 nm para DRMs de TX-100. Chen e cols. (2009a) também utilizando DLS 

não encontraram diferenças entre vesículas de DRMs obtidas com Brij 96 e TX-100 

isoladas a partir de células de cérebro de rato, porém registraram alta polidispersidade 

das amostras.  

Nossos resultados também evidenciaram grande polidispersão no diâmetro das 

DRMs, porém esses resultados serviram para caracterizar essas frações resistentes à 

detergente, que se apresentam como bicamadas concêntricas da ordem de centenas 

de nanômetros, de acordo com outras descrições encontradas na literatura.  

 
2.7. Análise da organização de DRMs por ressonância paramagnética 

eletrônica (EPR) 
A ressonância paramagnética eletrônica (EPR) foi utilizada para investigar o 

empacotamento das cadeias acilas dos lipídios de DRMs, cuja ambiência foi monitora 

utilizando-se os marcadores de spin 5-SASL e 16-SASL, incorporados nessas 

bicamadas. Os marcadores foram incorporados numa proporção de 1 mol%, em relação 
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ao total de lipídios, para evitar interferência dos mesmos no grau de organização das 

membranas. Espectros de DRMs obtidas a 4ºC e 37ºC e a partir de células com 

conteúdo reduzido de colesterol foram registrados a 25ºC. 

A Figura 28 mostra os espectros experimentais obtidos com o marcador 5-

SASL incorporado em DRMs preparadas a 4ºC e em eritrócitos íntegros. Como 

podemos observar, os espectros apresentam duas componentes, uma mais rígida que 

corresponde ao sinal do marcador incorporado entre os lipídios da bicamada (sinais 

alargados) e uma livre, que corresponde ao sinal do marcador em solução (com 

movimento isotrópico dando origem a picos estreitos como os apontados pelas setas); 

resultados semelhantes foram  obtidos com o uso do marcador 16-SASL. 

Os marcadores de spin 5-SASL e 16-SASL monitoram duas regiões diferentes 

da bicamada lipídica. Enquanto o 5-SASL monitora a cadeia acila na região mais 

próxima às cabeças polares dos fosfolipídios, o 16-SASL monitora uma região mais 

interna e desorganizada, próxima ao centro da bicamada (Ellena et al., 1988). Os 

valores de parâmetro (S) calculados a partir dos espectros dos marcadores 5 e 16-

SASL em DRMs obtidas a 4ºC e 37ºC a partir de eritrócitos íntegros ou com conteúdo 

reduzido de colesterol estão representados na Figura 29 e 30 (5 e 16-SASL, 

respectivamente). 

Como esperado, os valores de S são menores para o 16-SASL (S < 0,3) em 

relação ao 5-SASL (S > 0,75) nas membranas íntegras. Porém, o fato de os espectros 

do marcador 16-SASL apresentarem resolução dos extremos externos e internos (ver 

métodos) é um forte indicador da anisotropia do ambiente monitorado pela sonda, 

evidenciando que lipídios das membranas de eritrócito são bastante empacotados 

(membrana rígida), restringindo a amplitude e a velocidade do movimento de rotação 

das cadeias acila. Em sistemas modelo de membranas compostos somente de lipídios 

(como lipossomas de fosfatidilcolina de ovo), os espectros do marcador 16-SASL não 

apresentam anisotropia suficiente para permitir a determinação dos desdobramentos 

hiperfinos para cálculo do parâmetro de ordem, S (Ellena et al., 1988). 
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Figura 28. Espectros experimentais de EPR da sonda paramagnética 5-SASL 
incorporada em DRMs de eritrócitos íntegros tratados TX-100, Brij 98 e Brij 58 a 4ºC.  
As setas indicam picos isotrópicos devidos ao marcador livre em água. Medidas feitas a 
25 ºC, 9,7 GHz e janela espectral de 100 gauss.  

 

Figura 29. Parâmetro de ordem (S) calculados a partir dos espectros de EPR com o 
marcador 5-SASL incorporados na membrana de eritrócitos íntegros (RBC) ou 
reduzidas de colestrol (RBC – M CD) e em DRMs preparadas a 4ºC, 37ºC e a partir de 
células integras reduzidas de colesterol (DRM – M CD – 4ºC). Dados foram expressos 
como média ± SD; *p<0,05 e **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6. 
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Figura 30. Parâmetro de ordem (S) calculados a partir dos espectros de EPR com o 
marcador 16-SASL incorporados na membrana de eritrócitos íntegros (RBC) ou 
reduzidas de colestrol (RBC – M CD) e em DRMs preparadas a 4ºC, 37ºC e a partir de 
células integras reduzidas de colesterol (DRM – M CD – 4ºC). Dados foram expressos 
como média ± SD; *p<0,05 e **p<0,001, teste T de student não pareado, n=3-6. 

Em relação às membranas controle (eritrócitos tratados ou não com M CD), 

somente o marcador 16-SASL detectou uma diminuição significativa no parâmetro de 

ordem nas células com conteúdo reduzido de colesterol quando comparadas com as 

células integras, o que está de acordo com o papel modulador da fluidez de membranas 

biológicas do colesterol (Wydro, 2011b) e como já havíamos reportado anteriormente 

(Domingues et al., 2010). Cassera e cols. (2002) reportaram que a redução do 

colesterol em eritrócitos causa desordem no interior hidrofóbico da membrana sentida 

pelo marcador 16-SASL o mesmo foi reportado por Subczynski e cols. (2009) em 

membranas modelos de POPC com diversos marcadores (n-PC e n-SASL) sendo que 

um efeito um pouco mais pronunciado foi detectado próximo ao centro da bicamada 

(sentida pelo marcado no carbono 16). O contrário, aumento da ordem, foi registrado 

com um aumento da concentração de colesterol na membrana (Cassera et al., 2002; 

Subczynski et al., 2009). O colesterol está enriquecido nas frações de DRMs e tem 

papel importante na interação de proteínas com rafts de membrana (Diakowski et al, 

2006), tal que a formação de DRMs de distintas composições, pelos detergentes 
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empregados, pode justificar a diferença na fluidez das membranas, entre as diferentes 

DRMs. 

Quanto aos DRMs de TX-100, diferenças significativas no grau de 

empacotamento (aumento no valor do parâmetro de ordem) foram detectadas pelos 

marcadores 5 e 16-SASL em DRMs de TX-100, em comparação com membranas 

íntegras, como já havíamos descrito anteriormente (Crepaldi Domingues et al., 2009). 

Esse resultado constitui uma evidência da formação de fase líquido-ordenada, em 

DRMs de TX-100 (Domingues et al., 2010). No entanto, não detectamos alterações 

significativas em relação à ordem, em DRMs de TX-100 preparadas a 4ºC e 37ºC 

(Figuras 20 e 30). 

Diferentemente do esperado, DRMs de Brij 98 e Brij 58 não mostraram possuir 

cadeias acilas tão ordenadas quanto aquelas presentes em DRMs de TX-100, já que 

não houve diferença significativa nos valores de S detectados nas regiões da bicamada 

lipídica dos DRMs monitoradas pelas sondas 5-SASL (Figura 29) e pelo 16-SASL 

(Figura 30), em relação à membrana de eritrócito, depletada ou não de colesterol. 

Tampouco a variação de temperatura (4oC e 37oC) das preparações de DRMs afetou o 

grau de organização das membranas obtidas.  

Como demonstrado anteriormente as DRMs de TX-100 são constituídas 

principalmente de esfingomielinas (Figuras 20 e 21) e colesterol (Figuras 16 e 22), tem 

baixo teor de PE (Figura 20) e a composição de suas SM é rica em ácidos graxos 

saturados (Figura 23) inclusive de cadeia longa. Já as DRMs de Brij 98 são 

proporcionalmente mais ricas em colesterol e contém uma quantidade 

significativamente maior de proteínas (Figuras 14 e 15), enquanto as DRMs de Brij 58 

embora tenham apresentado algumas características parecidas com DRMs de TX-100 

(em termos do conteúdo de colesterol e proteínas totais, Figuras 14 e 15), 

apresentaram distribuição de fosfolipídios semelhante à encontrada em ghosts (Figura 

20), não sendo evidenciado aumento proporcional de SM (Figura 20) com suas cadeias 
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acila longas e saturadas, como no caso das DRMs de TX-100, de maior grau de 

empacotamento.  

Portanto, esses resultados indicam que a menor proporção de SM encontrada 

nas DRMs de Brij (98 e 58) ou talvez a presença de grandes quantidades de 

glicerolipídios (PC + PE) ou ainda a prevalência de lipídios da monocamada interna 

(PE) pode justificar a maior fluidez do que as de DRMs de Brij, em relação às de TX-

100. O parâmetro de ordem das DRMs de Brij 98 e Brij 58 não diferiu significativamente 

daquele determinado em membranas de eritrócito, de forma que os experimentos de 

EPR não permitiram evidenciar a prevalência da fase líquido-ordenada naquelas 

frações, contrariamente ao observado em DRMs de TX-100 (Crepaldi Domingues et al, 

2009, Domingues et al, 2010).  

Modelos de rafts predizem que o empacotamento lipídico na fase Lo dos lipídios 

na monocamada externa levaria a uma equivalente organização da monocamada 

interna (Diakowski et al., 2006).  

Os dados apresentados nesse estudo, juntamente com os previamente 

reportados na literatura, revelam vários aspectos da organização da membrana do 

eritrócito, obtidos através do estudo de frações resistentes a detergentes, que 

mimetizam domínios lipídicos (lipid rafts) das membranas biológicas. Estes resultados 

carecem de maior elucidação e, portanto, para melhor compreensão do comportamento 

dos lipídios nessas membranas, sua segregação lateral e formação de seus domínios, 

além do papel das proteínas nessa segregação justifica-se investigar as propriedades 

das diferentes espécies de lipídios presentes nas membranas, incluindo-se aquelas 

espécies presentes em menores proporções. 
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CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho estudamos, pela primeira vez, a solubilização/resistência da 

membrana eritrocitária por Brij 98 e Brij 58, comparando os resultados obtidos com 

aqueles promovidos pelo TX-100. Os resultados obtidos permitiram tirar as seguintes 

conclusões: 

• Os detergentes Brij 98 e Brij 58 são eficientes agentes hemolíticos e 

apresentam razões molares detergente:lipídio para saturação da membrana de 

eritrócito (Re
sat = 0,18 e 0,37, respectivamente) menores que a do TX-100 (Re

sat = 1,58).  

• Usando gradiente de sacarose para separar o produto da solubilização da 

membrana eritrocitária por esses detergentes, conseguimos isolar frações resistentes a 

detergentes (DRMs) de Brij 98 e Brij 58, tanto a 4oC quanto a 37oC.  

• DRMs de Brij 98 e Brij 58, assim como os de TX-100, apresentaram uma alta 

razão colesterol/proteína, em relação à membrana de eritrócito, uma característica de 

lipid rafts. No entanto, os três detergentes diferiram entre si na habilidade de solubilizar 

os componentes proteicos e lipídicos da membrana do eritrócito. Em relação ao 

conteúdo de esfingomielina, DRMs de TX-100 foram enriquecidos por esse lipídio. Já as 

DRMs dos Brij 98 e Brij 58 apresentaram menor conteúdo em relação as DRMs de TX-

100. Além disso, observamos que o TX-100 e o Brij 58 apresentaram maior capacidade 

de solubilizar proteínas e colesterol da membrana de eritrócito do que Brij 98. A 

quantidade de fosfatidiletanolamina nas DRMs de TX-100 foi inferior a das DRMs dos 

Brij, indicando uma solubilização preferencial do TX-100 pelos lipídios da monocamada 

interna da membrana de eritrócitos em relação aos Brij. 

• Além de colesterol e esfingomielina, outros fosfolipídios (fosfatidilcolina e 

fosfatidiletanolamina) contribuem para a resistência da membrana eritrocitária a 

detergentes. Os fosfolipídios encontrados nas DRMs de Brij 98, Brij 58 e TX-100 

apresentam uma alta razão de cadeias acila saturadas/insaturadas, em relação à 

membrana do eritrócito, principalmente pela contribuição da esfingomielina assimétrica 

(ácido lignocérico, 24:0). Entretanto os ácidos graxos das DRMs de Brij 98 e Brij 58 
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mostraram-se ligeiramente menos saturados do que os ácidos graxos das DRMs de TX-

100, resultado compatível com a maior fluidez das frações de membrana de Brij (ver 

abaixo). 

•   O tamanho das DRMs de Brij 58 e TX-100, determinados por espalhamento 

de luz dinâmico, situam-se entre 100-300 nm de diâmetro, compatível com outras 

descrições de lipid rafts/DRMs na literatura (Pike et al., 2004; Koumanov et al., 2005 ). 

DRMs de Brij 98 mostraram-se maiores (diâmetro = 970 nm). 

• Mesmo após a remoção de cerca de 40% do colesterol da membrana 

eritrocitária, DRMs foram obtidas com a mesma propriedade de baixa densidade, em 

gradiente de sacarose. No entanto, essa redução no conteúdo de colesterol promoveu 

uma diminuição na quantidade proteica das DRMs de Brij 98. 

• As proteínas marcadoras de lipid rafts, flotilina-2 e estomatina, foram 

detectadas nas DRMs de Brij 98 e Brij 58 nas duas condições de temperaturas testadas 

(4ºC e 37ºC). A diminuição do conteúdo de colesterol, promovida por M CD em DRMs, 

resultou numa diminuição da associação de flotilina-2 nessas estruturas, revelando 

assim uma dependência dessa proteína por ambientes enriquecidos em colesterol, 

diferentemente da estomatina. 

• Medidas de ressonância paramagnética eletrônica mostraram que o 

parâmetro de ordem das bicamadas das DRMs de Brij 98 e Brij 58 não é maior que o 

das membranas de eritrócito - reduzidas ou não de seu conteúdo de colesterol e em 

diferentes temperaturas de preparação (4°C e 37°C). Além disso, o estado liquído-

ordenado parece ser determinado pelo enriquecimento de esfingolipídios associados ao 

colesterol presentes na monocamada externa da membrana conforme observamos 

somente em DRMs de TX-100. 

 

No geral, esses dados mostraram que fosfolipídios saturados, especialmente 

esfingomielina, associados com colesterol formam domínios insolúveis a detergente na 

membrana de eritrócito humano. Apesar de não termos mostrado que esses DRMs são 

lipid rafts (domínios funcionais existentes in vivo), DRMs constituem bons modelos para 

o estudo dos rafts por sua semelhante composição e possibilidade de avaliar a 
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interação entre esfingolipídios, colesterol e proteínas específicas em biomembranas 

enriquecidas nessas frações. Além disso, o uso de Brij 98 e Brij 58, além de TX-100, 

pode fornecer um conhecimento mais detalhado da composição de DRMs e revelar 

interações lipídio-lipídio, proteína-proteína ou lipídio-proteína fundamental para a 

compreensão das membranas biológicas.  
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PERSPECTIVAS 

 

• Analisar a composição lipídica das DRMs preparadas a 37ºC. 

• Testar a solubilidade dos lipídios das DRMs por meio do tratamento com 

detergente em vesículas unilamelares gigantes (GUVs) formadas a partir dos lipídios 

das DRMs. 

• Decompor e analisar por simulação espectral os espectros de EPR de DRMs de 

Brij 98 e Brij 58, a fim de entender a origem do sinal imobilizado do marcador na 

bicamada. 

• Estudar vias de sinalização celular dependentes de lipid rafts em eritrócitos.  
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