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I INTRODUCAO



A hemécia, para exercer sua fungfo de captar o oxigénio dos pulmdes ¢ leva-lo para
todas as células através da hemoglobina, percorre os vasos sangiiineos do organismo
aproximadamente 500.000 vezes (Lux, 1988). Durante a sua vida média de 120 dias, o
eritroeito atravessa uma distincia em torno de 250 km (Bull et al, 1990). Além disso, a
hemacia transpde capilares ou sinusdides esplénicos com didmetro de 3 ou 4 um, enguanto o
didmetro da hemdcia € de 7 a 9 pm (Schrier, 1985; Bull et al;, 1990). Tais fenémenos apenas
sdo possivels se o globulo vermetho mantiver integras suas principais propriedades:
durabilidade e flexibilidade (Lux, 1988). Estas propriedades sdo mantidas pela membrana
eritrocitaria, viscosidade intracelular e pela razdo superficie/volume (Bull et al., 1990).

L1. A membrana eritrocitdria

A membrana da hemdcia, assim como a membrana de todas as células, € formada por
lipidios e proteinas. A porgio hpidica da membrana eritrocitaria € constituida por uma
mistura de fosfolipidios, colesterol nfo-esterificado e glicolipideos, organizados em uma
camada dupla e atravessados ao acaso por receptores e canais proteicos transmembranosos

(Lux, 1938).

A bicamada lipidica é composta por uma por¢do hidrofilica (cabega polar), com
ligacio para o plasma e citoplasma e por um centro lipofilico {cauda hdrofobica), que
contribui para a flexibilidade da membrana (Figura 1) (Shohet & Beutler, 1990). A porgio
lipidica da mermbrana tem uma influéncia relativamente limitada sobre a forma da hemacia
{Delaunay, 1990).



FIGURA 1: Esquema representativo da estrutura da membrana celular: proteinas integrais
atravessam a bicamada lipidica. A camada dupla de lipidios tem a "cabega”
em contato com o plasma e o citoplasma e a "cauda" no centro hidrofébico
{Shohet & Beutler, 1990).

PROTEINAS DA MEMBRANA ERITROCITARIA:

As proteinas da membrana da hemécia sdo divididas em dois grandes grupos:
a) proteinas integrais que atravessam a bicamada lipidica e b) proteinas periféricas que
formam o citoesqueleto (Lux, 1988).

Protetnas Integrais:

Entre as proteinas integrais fazem parte a banda ou proteina 3 e as glicoforinas. A
banda 3 & também chamada de transportador de inions (Palek & Lambert, 1990). As
glicoforinas carregam antigenos de superficie (Lux, 1988), como a glicoforina C que carrega
o antigeno do grupo sangiiineo Gerbich sobre a superficie da hemacia (Palek, 1991).



Proteinas Periféricas:

O citoesqueleto € composto por espectrina, anquirina, proteinas 4.1, 4.2 ¢ 4.9, actina
e tropomiosing, entre outras. As principais proteinas do esqueleto da membrana sdo:
espectrina, actina, proteina 4.1 e anquirina (Sahr et al,, 1989; Delaunay et al, 1990). A
espectrina € a mais abundante proteina do citoesqueleto, correspondendo  a
aproximadamente 75% do peso destas proteinas (Winkelmann et al., 1988; Delaunay et al.,
1990).

A espectrina ¢ constituida por duas cadeias longas ¢ flexiveis, alinhadas
paralelamente ¢ torcidas uma em torno da outra (Lux, 1988). As duas cadeias de espectrina
sd0 chamadas o ¢  espectrina e formam o heterodimero de espectrina (Delaunay et al.,
1990; Palek & Lambert, 1990; Shohet & Beutler, 1990). Os dimeros de espectrina
interagem a0 nivel de sua "cabega” para formar tetrimeros (auto-associagdo da espectrina)
(Lux, 1988). As proteinas do esqueleto da membrana da hemécia sdo responsaveis pela
manutengio da forma, estabilidade e deformabilidade do eritrdcito (Gallagher & Forget,
1993) (Figura 2).
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FIGURA 2: Disposiciio das proteinas integrais e periféricas na membranas eritrocitaria. A
membrana da hemécia € constituida por: espectrina (sp), proteina 2.1 ou
anquirina (2.1), banda 3 (b 3), proteinas 4.1, 4.2 e 4.9, actina (5), glicoforina
{GP) entre outras.



INTERACOES ENTRE AS PROTEINAS:

A nivel de cabega de dimeros, o esqueleto estd preso a dupla camada lipidica
atraves da B-espectrina que se liga 4 proteina 2.1 (Morrow et al, 1980; Kundu et al,, 1991),
que por sua vez estd ligada & banda 3, a qual atravessa a bicamada lipidica (Shohet &
Beutler, 1990; Kundu et al,, 1991). A proteina 2.1 ou anquirina portanto, "ancora” a ligagio
do citoesqueleto com a bicamada lipidica, via banda 3 (Shohet & Beutler, 1990) (Figura 2).

A cauda final do dimero ¢ unida pela actina e proteina 4.1 (Palek & Lambert, 1990;
Shohet & Beutler, 1990). O esqueleto, por sua vez, estd ligado 4 glicoforina C via proteina
4.1 (Palek & Lambert, 1990), formando o complexo juncional (Figura 3). 14 a proteina 4.2
esta ligada a banda 3 e 4 anquirina (Figura 2) (Delaunay et al., 1990).

eepectrina

aducina
actina
tropomiosina

glicoforina C

FIGURA 3: Um modelo da organizagiio do complexo juncional: o complexo é composto
por aproximadamente 12 mondmeros de actina estabilizado pela
tropomiosina; a espectrina esté ligada 4 actina pela proteina 4.1 (que também
liga a espectrina 4 glicoforina C) e pela aducina; cada aducina liga-se a dois
heterodimeros de espectrina (Palek & Lambert, 1990).



SEPARACAO ELETROFORETICA DAS PROTEINAS DE MEMBRANA
ERITROCITARIA:

As proteinas de membranas eritrocitarias sio denominadas numericamente de acordo
com a sua mobilidade quando submetida & eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) (Laemmii, 1970; Fairbanks et al, 1971, Palek & Lambert,
1990). A wtrodugio de SDS, como um agente solubilizante para moléculas insolives,
revolucionou o estudo das proteinas de membrana (Bretscher, 1973). A separagio
eletroforética destas proteinas pode ser realizada através do sistema de gradiente ndo linear
3,5 a 17% de poliacrilamida (Fairbanks et al, 1971), o qual permite a separacio das
proteinas: o ¢ § espectrina, 2.1 e bandas menores: 2.2, 2.3 e 2.6 relativas a anquirina,
banda 3, proteina 4.1 e 4.2, proteina 4.9 ou dematina, banda 5 ou actina, banda 6
{gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) ¢ banda 7 ou tropomiosina (Delaunay et al., 1990).
O sistema Laemmli 12% (Laemmli, 1970), por sua vez, permite a avaliagdio das proteinas 4.1
¢ 4.2 ¢ a separagio da proteina 4.1a e sua isoforma 4. 1b (Delaunay et al., 1990).

ESPECTRINA:

A espectring, 0 constituinte mais abundante da membana eritrocitaria de mamiferos
{Ungewickell & Gratzer, 1978; Forget et al, 1988), exerce um papel importante na
estabilizagio da membrana e manutengio de sua forma biconcava (Ungewickell & Gratzer,
1978). Esta proteina contém duas subunidades alfa e beta espectrina com pesos moleculares
de, respectivamente, 240 ¢ 220 kDa estimados por SDS-PAGE, mas a partir do estudo do
cDNA foram determinados como 280 e 240 kDa, presentes em aproximadamente 200,000
copias por célula (Delaunay et al, 1991). As cadeias alfa ¢ beta da espectrina estdio paralelas
e enoveladas entre si formando um dimero, o qual se auto-associa cabega-a-cabeca para
formar tetrimeros de espectrina (Ungewickell & Gratzer, 1978; Delaunay et al., 1990).

A cabega do dimero coniém o N-terminal da cadeia alfa e ¢ C-terminal da cadeia
beta espectrina ¢ 0 oposto ocorre na cauda do heterodimero. Cada cadeia alfa e beta da
espectrina € dividida em dominios resistentes 4 digestio pela tripsina. A cadeia alfa-
espectrina {(c-sp) ¢ dividida em cinco dominios e a cadeia beta-espectrina (B-sp) ¢é dividida
em quatro dominios. Os dominios resultantes da proteolise sio designadas por algarismos
romanos e de acordo com o peso molecular, Assim, a a-espectrina é composta dos dominios
180, all46, alll52, alV4]l e aV4l kDa, enquanto que a cadeia beta é composta dos
dominios 128, BI6S, BHI33 e BIV74 kDa e de um fragmento que carrega o sitio de
fosforilagio (Delaunay et al., 1990). Cada uma das cadelas de espectrina € formada por 106



aminoacidos repetidos ao longo de seu comprimento (Delaunay et al., 1990, Sahr et al,
1990b; Gallagher & Forget, 1993). A cadeia o-sp apresenta 20 repeticBes numeradas de al
2 «20 (Delaunay et al, 1990; Gallagher & Forget, 1993). A cadeia B-sp, por sua vez, é
numerada de B1 a 19 com 18 repeticSes de 106 aminoacidos (Delaunay et al., 1990).

Segundo o modelo de Speicher e Marchesi, cada repeticio de 106 aminoacidos esta
na forma de uma tripla hélice (Speicher & Marchesi, 1984), sendo que, a partir de estudos
de Tse et al, 2 hélices B juntam-se a uma hélice o 4 nivel de cabega de dimeros opostos (Tse
et al., 1990). Este complexo, por sua vez, une-se em tetrimeros compostos de 2 cadeias a e
2 cadeias 3 (Figura 4) (Tse et al, 1990; Delaunay & Dhermy 1993). A hélice tripla repetida
consiste de regides alternadamente hidrofobica e hidrofilica, formando uma estrutura
resistente a protedlise (Tse et al,, 1990; Gallagher et al,, 1992). Cada hétice tripla de 106
aminodcidos (aproximadamente 12.000 daltons) possut uma regifio nfo helicoidal conectante
com o segmento adjacente, a qual pode prover a flexibilidade da molécula (Speicher &
Marchesi, 1984).
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FIGURA 4: Um modelo do mecanismo de interagio entre as cadeias o e B-sp (Tse et al,,
1950).

Os heterodimeros e tetrdmeros de espectrina estdc em equilibrio reversivel na
membrana e em condicdes fisiologicas este equilibrio favorece a formacio de tetrdmeros de
espectrina (Liu & Palek, 1980; Shahbakhti & Gratzer, 1986). Proximo & temperatura de
0°C, o equilibrio spD-spT é cineticamente imobilizado (Liu et al., 1981; Palek, 1985; Palek
& Lambert, 1990). Desta forma, apoés extragio de espectrina a 0°C em tampio de baixa



forga idnica, os dimeros de espectrina em individuos normais constituem apenas 8 + 3% da
especirina total (Palek, 1985).

A espectrina pertence a uma super familia de genes cujos membros incluem ¢-acting,
fodrina (espectrina nfo-eritrdide), distrofina ¢ um gene relacionado & distrofina (Koenig et
al., 1988; Dhermy, 1991; Amin et al, 1993). Genes nfo-eritroides homdlogos da o ¢ §
espectrina  codificam  proteinas que sdo aproximadamente 60% idénticas a seus
correspondentes eritroldes (Winkelmann & Forget, 1993). O gene que codifica a cadeia o~
especirina eritroide esta localizado no cromossomo 1 na regido q 22 - q 23 (Huebner et al,,
1985, Gallagher & Forget, 1993) adjacente ao gene do antigeno de grupo sangiiineo Dufly
(Keats, 1979, Marchest et al., 1987, Palek, 1991), enquanto que para a cadeia J-espectrina
eritrgide e muscular, o gene encontra-se no cromossomo 14 (Prchal et al,, 1987; Delaunay
et al, 1990, Winkelmann & Forget, 1993), banda g 23 - g 24.2 (Fukushima et al, 1990,
Gallagher & Forget, 1993; Winkelmann & Forget, 1993). O tamanho estimado para o
RNAm da cadeia B-espectrina eritrdide € de 7,8 kb (Prchal et al,, 1987), Este gene de cerca
de 100 kb (Gallagher & Forget, 1993) compreende 32 exons (Amin et al,, 1993; Gallagher
& Forget, 1993) com 2137 aminoacidos e 6411 pares de base (Gallagher & Forget, 1993).
Para o gene da cadeia q-espectrina estima-se um tamanho de 80 kb correspondente ao DNA
gendmico (Sahr et al., 1989, Gallagher & Forget, 1993). O ¢DNA ¢ formado por 8001 pares
de base (Sahr et al, 1990b; Gallagher & Forget, 1993) compreendido por 52 exons com
2429 aminoacidos (Gallagher & Forget, 1993), O dominio I da cadeta a-espectrina (oul-sp) €
composto por 12 evems correspondentes a 17 kb que codificam os primeiros 326
aminodcidos (Sahr et al, 1989) formando 5 estruturas helicdidais triplas (Palek & Lambert,
1596).

PROTEINA 2.1 (ANQUIRINA):

A anquirina ¢ a principal proteina envolvida na ligag3o do esqueleto com a membrana
(Palek & Lambert, 1990) ligando a B-espectrina 4 banda 3 (Schrier, 1985). Sua massa
molecular é estimada em 210 kDa por SDS-PAGE (Peters & Lux, 1993), porém o peso
molecular deduzido do ¢<DNA ¢ de 206 kDa (Delaunay et al,, 1991; Peters & Lux, 1993) ¢
esth presente em 100.000 copias por célula (Schrier, 1985; Palek & Lambert, 1990,
Delaunay et al,, 1991). A anquirina ¢ uma proteina globular, existinde uma anquirina por
tetrimero de espectrina (Palek & Lambert, 1990). Em SDS-PAGE, a anquirina contém
bandas adicionais: 2.2 com peso molecular de 186 kDa (Schrier, 1985; Palek & Lambert,
1990; Peters & Lux, 1993), 2.3 com 170 kDa e 2.6 com 143 kDa (Peters & Lux, 1993) que
podem ser resultado de uma clivagem alternativa (Delaunay, 1990). O gene que codifica a



proteina 2.1 ou anquirina foi localizado no cromossomo 8 (Lambert et al,, 1990; Lux et al.,
1990; Delaunay et al, 1990; Delaunay et al, 1991;) na regifio pl1.2, com um cDNA
estimado em 7 Kb (Delaunay et al, 1991) com 1880 aminoacidos (Peters & Lux, 1993).

ADUCINA:

A proteina aducina consiste de duas subunidades de 105 ¢ 100 kDa formando um
heterodimero que estd presente em 30,000 copias por célula. A aducina liga-se com a actina
e a espectrina. A ligag#o da aducina com o esqueleto ¢ inibida pela proteina 4.1, sugerindo
que as duas proteinas podem competir pelo mesmo sitio de ligacio com a molécula de
espectrina. Entdo, em condigdes fisioldgicas, nio mais que 30% de espectrina estd ligada 3
aducina (Palek & Lambert, 1990).

BANDA 3:

A banda 3 ou transportador de &nion tem um peso molecular de cerca de 95 kDa
{Fairbanks et al, 1971) em SDS-PAGE e um peso molecular deduzido do cDNA de 106
kDa (Kopito et al., 1986; Tanner et al., 1988; Lux et al., 1989), correspondendo a 25% das
proteinas de membrana (Delaunay et al,, 1990). Representa a maior proteina transmembrana
e estd presente em aproximadamente 1.000.000 de cdpias por célula (Palek & Lambert,
1980; Delaunay et al.,, 1991). Os dois maiores dominos estruturais estdo correlacionados
com as suas duas maiores fungdes: o transporte de Anion, através do dominio
transmembrana e a interagio com o esqueleto da membrana, através do dominio
citoplasmitico (Palek & Lambert, 1990). O dominio transmembrana atravessa a bicamada
lipidica pelo menos 14 vezes (Tanner, 1993). O dominio citoplasmatico, além de interagir
com as proteinas do citoesqueleto, € também um sitio de ligag8io de alta afinidade para varias
enzimas glicoliticas (Walder et al., 1984), hemoglobina (Shaklai et al., 1977; Walder et al,,
1984} ¢ hemicromos (Palek & Lambert, 1990). O gene que codifica a banda 3, localizado no
cromossomo 17 q2l-qter (Showe et al, 1987, Tanner, 1993), apresenta 20 exons que
codificam 911 aminoacidos (Tanner, 1993) e um tamanho transcrito estimado em 4,7 Kb
(Kopito et al., 1986; Tanner et al,, 1988; Lux et al,, 1989).

PROTEINA 4.1:

A proteina 4.1 exerce um importante papel na regulagio das propriedades mecénicas
da membrana eritrocitiria através de multiplas interagBes com as proteinas integrais



(banda 3 e glicoforina C) (Conboy et al., 1990), espectrina e actina (Correas et al., 1986,
Conboy et al,, 1990}, aumentando a associagdo entre estas duas titimas proteinas (Correas
et al, 1986). A proteina 4.1 apresenta quatro dominios estruturais maiores, definidos por
leve digestdo proteolitica, com um peso molecular aparente de: 30kDa (dominio de ligacdo
com & ghcoforina), 16kDa, 10 kiDa (dominio de ligagic com a espectrina e actina) e um
ultime dominio de peso molecular entre 22 a 24 kDa {Conboy, 1993). Esta proteina
multifuncional contém dois sitios funcionais distintos: 1) o dominio de ligagio com a
espectrina, onde a proteina 4.1 se liga com o final distal dos heterodimeros, aumentando a
ligagio da espectrina com oligbmeros de actina e 2) o dominio de ligagio com a glicoforina
C, fosfatidilinositol e fosfatidilserina que facilita a ligagio distal da espectrina com a
membrana (Palek, 1991). A proteina 4.1 apresenta um peso molecular estimado por SDS-
PAGE em 80 kDa, mas deduzidoe do ¢cDNA de 66 kDa (Delaunay et al, 1991). Esta
proteina globular esta presente em 200.000 cépias por célula (Palek & Lambert, 1990;
Delaunay et al, 1991} e é composta por duas subunidades: 4.1a (80kDa) e 4.1b (78kDa)
{Schrier, 1985; Delaunay et al,, 1990). A proteina 4.1a esta presente nas hemdcias normais,
maduras, enquanto que a isoforma 4.1b ¢ predominante em reticuldcitos (Delaunay et al,
1590; Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991). A raziio 4.12/4.1b aumenta proporcionalmente
& idade dos eritrocitos (Delaunay et al,, 1990).

(O gene que codifica a proteina 4.1 foi localizado no brago curto do cromossomo 1
{Conboy et al,, 1986a; Conboy et al, 1986b; McGuire et al., 1988) proximo ao locus do
antigeno Rh (Conboy et al., 1986b; McGuire et al., 1988), na regido p34-p36-2 (Conboy et
al., 1986b; Delaunay et al, 1991), com um ¢DNA estimado em 5,6 kb que codifica 588
aminoacidos (Delaunay et al,, 1991),

PROTEINA 4.2:

A proteina 4.2 corresponde a 5% da massa proteica da membrana eritrocitaria (Palek
& Lambert, 1990). Tem peso molecular aparente de 72 kDDa em SDS-PAGE e 77 kDa
deduzido do ¢DNA (Delaunay et al, 1991). Esta presente em 200.000 copias por célula
{Bennett, 1990; Delaunay et al., 1990; Delaunay et al., 1991) estabilizando a interacdo entre
a anquirina e o transportador de &nion (Palek & Lambert, 1990), através da associagiio com
o dominio citoplasmético da banda 3 bem como com a anquiring ¢ proteina 4.1 (Bennett,
1990). Esta localizada no cromossomo 15 regifio ql4 - q15, com um cDNA estimado em
2,34 kb, compreendido por 13 exonms que codificam 691 aminoicidos (Korsgren et al,,
1990).
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PROTEINA 4.9

A protéina 4.9 ou dematina consiste de duas subunidades de peso molecular de 52
kDa (Ruff et al,, 1991) e 48 kDa (Schrier, 1985; Bennett, 1989; Ruff et al, 1991) com
aproximadamente 43.000 copias por célula (Delaunay et al, 1990). Esta proteina liga-se 3
actina (Schrier, 1985; Palek & Lambert, 1990) e € importante na estabilizagio do esqueleto
da membrana eritrocitéria (Siegel & Branton, 1985). O gene que codifica a proteina 4.9
contém pelo menos 3 exons e estima-se que tenha entre 20 a 30 kb de comprimento. O
mesmo ests localizado no brago longo do cromossomo X entre 0s genes do fator VIII e da
GoPD  (glicose-6-fosfato  desidrogenase) (Metzenberg & Gitschier, 1992). Durante a
purificagio da dematina, uma proteina de 55 kDa, p55, é copurificada. A estrutura priméria
da p55 contém uma seqliéncia conservada SH-3 observada em protooncogenes e encontrada
em varias proteinas associadas ao citoesqueleto e que exercem um importante papel na
transmissfo de sinais (Ruff et al., 1991),

ACTINA:

A actina ou banda 5 € uma proteina de peso molecular de 45 kDa (Delaunay et al,,
1990; Delaunay et al,, 1991} ocorrendo 500.000 copias de actina por eritrdcito (Palek &
Lambert, 1990; Delaunay et al.,, 1921). Na membrana da hemacia, a actina aparece na forma
de filamentos curtos de F-actina (Schrier, 19853). Cada filamento contém aproximadamente
doze moléculas de acting, organizadas em duas margens paralelas, cada uma contendo cerca
de 6 monbmeros de actina ligados & tropomiosina (Palek & Lambert, 1990). O gene que
codifica a actina esta localizado no cromossomo 7 (Delaunay et al,, 1991),

BANDA 6:

A banda 6 ou gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase apresenta um peso molecular de
35.000 daltons. A banda 6 liga-se & banda 3, no mesmo segmento de ligagiio com a
hemoglobina (Schrier, 1985}

TROPOMIOSINA:
A banda 7 ou tropomiosina é composta por dois polipeptideos de 27 ¢ 29 kDa

{Bennett, 1989; Palek & Lambert, 1990) e aparece associada com F-actina. O mimero de
copias de tropomiosina por célula ¢ de 80.000. Considerando que hd aproximadamente
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500.000 copias de actina por célula, existe cerca de sels actinas por uma tropomiosina
(Palek & Lambert, 1990). Além disso, a tropomiosina pode estabilizar a ligagio da proteina
4.9 com a actina (Delaunay et al,, 1990). Em pacientes com estomatocitose hereditaria
hemolitica, esta proteina apresenta-se deficiente (Schrier, 1985).

GLICOFORINAS:

As glicoforinas representam um grupo de proteinas transmembranas que constituem
os maiores sialoglicopeptideos da membrana eritrocitdria humana. A identificacfio destas
protenas € feita usando-se coloragiio com é4cido periddico Schiff (PAS) em SDS-PAGE
{Schrier, 1985). As sialoglicoproteinas caracterizam-se por serem ricas em acido sidlico
{Delaunay et al., 1990) ¢ podem ajudar a "ancorar” e estabilizar ¢ citoesqueleto (Schrier,
1985}

Entre as sialoglicoproteinas presentes na membrana da hemaéeia, quatro sfo as
principais: glicoforina A (também chamada sialoglicoproteina @), glicoforina B (designada
tambdm como sialoglicoproteina 8), glicoforina C (ou sialoglicoproteina ) e glicoforina D
{denominada também como sialoglicoproteina ). Os genes que codificam as gheoforinas A
e B sdo distintos, mas fisicamente ligados a regifo 28 a g31 no cromossomo 4 (Cook et al |
198(; Rahuel et al,, 1988; Delaunay et al., 1990}. As glicoforinas A ¢ B carregam mais que
0% do residuo de acido sidlico sobre a superficie erifrocitéria. Estas glicoforinas parecem
ser membros de uma familia de genes desenvolvidos de um ancestral comum. As glicoforinas
C e D carregam o antigeno de grupo sangiineo Gerbich (Ge) (Palek & Lambert, 1990) e séo
codificadas por genes localizadoes na regifio ql4 - q21 do cromossomo 2 (Mattei et al., 1936;
Delaunay et al., 1990). A glicoforina C associa-se com a proteina 4.1 promovendo um outro
sitio de ligacdo do esqueleto com a membrana eritrocitaria (Palek & Lambert, 1990).

1.2, O eliptocito

A presenga de hemacias em forma eliptica ou oval € um fendmeno normal em certos
animais como 08 passaros, répteis, camelos (Djaldetti et 2l., 1984) e lhama (Palek, 1985).
Nos humanos, nfo mais que 1% das hemécias de sangue periférico de individuos saudaveis
sio elipticas (Djaldetti et al,, 1984; Delaunay et al, 1990), mas em varias doencgas este
mimero pode estar aumentado (Djaldetti et al,, 1984).
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Na Eliptocitose Hereditaria, a porcentagem de eliptdcitos pode ser de 10 até 100%
(Marchesi et al, 1986; Delaunay et al, 1990) (Figura 5). Em virios tipos de anemias
{Djaldetti et al, 1984} e processos hematoldgicos malignos (Rummens et al, 1986) a
presenga de eliptdcitos pode ser observada (Djaldetti et al,, 1984; Rummens et al, 1986)
atingindo uma porcentagem de 10% ou mais em alguns tipos de anemia (Djaldetti et al.,
1984). Eliptocitos podem aparecer come uma condicdo adquirida em anemia megaloblastica
{Palek, 1991), anemia falciforme, talassemia (Palek & Lux, 1983; Djaldetti et al, 1984),
anemia ferropriva (Palek & Lux, 1983; Dijaldetti et al, 1984; Palek, 1991), policitemia
{Dialdetti et al,, 1984), mielofibrose (Palek & Lux, 1983; Dijaldetti et al., 1984; Palek, 1991)
e stndromes muelodisplasicas (Palek, 1991). Neste estudo, denominaremos estas sindromes

de “eliptocitose adquirida”.

FIGURA 5: Esfregaco de sangue periférico mostrando presenca de eliptécitos em um
paciente com Eliptocitose Hereditaria.
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L.3. Eliptocitose Hereditdria

Eliptocitose Hereditaria (EIH) designa um grupo de doencas hereditarias
caracterizado pela presenga de hemacias elipticas (Palek, 1991) e por anemia hemolitica de
gravidade clinica varidvel (Sahr et al., 1989). Eliptécitos foram detectados pela primeira vez
em 1904 (Dresbach, 1904) e a natureza hereditaria da doenga foi estabelecida em 1929
(Hunter & Adams, 1929). Em alguns casos, os sinais clinicos estio ausentes e a eliptocitoss
¢ um achado laboratorial fortuito. Em outros casos, os sintomas basicos so anemia, ictericia
pelo aumento da bilirubina indireta, esplenomegalia, reticulocitose e reducio de
haptoglobina {Delaunay et al., 1990). A prevaléncia de EIH na populagBo caucaséide € rara,
atingindo 3 a 5 por 10.000 habitantes, mas tem prevaléncia de 0,6% nos negros da Africa
equatonial (Palek, 1991). A ElH é causada por diferentes mutacGes nos genes que codificam
as proteinas da membrana das hemicias e o modo de heranga geralmente é autossémico
dominante (Marchesi et al., 1986; Roux et al,, 1989; Palek & Lambert, 1990).

As hemicias na EIH adquirem a forma eliptica apds sua liberagdo na corrente
circulatéria {Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991), uma vez que os eritroblastos & os
reticulGcitos sio arredondados (Hartz et al, 1984; Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991). E
possivel que os eritrocitos apresentem dificuldade em reassumir a forma bicdncava devido a
uma frégil interagiio entre as proteinas do esqueleto (Palek, 1991). Muitos defeitos estdio
assoctados com a2 mudanca na forma, podendo ocorrer um defeito na interagio "horizontal”
das proteinas do esqueleto envolvendo principalmente uma auto-associagio defeituosa dos
heterodimeros de espectrina (Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991) ou uma deficiéncia de
nroteing 4.1 que liga a espectrina 4 actina. Também pode ocorrer um defeito na interagio
"vertical® como deficiéncia de glicoforina C, onde a ligacfo do esqueleto com a membrana
esta prejudicada (Palek & Lambert, 1990) (Figura 6). Desta forma, em aproximadamente 70
a 80% dos pacientes com ElH, o defeito molecular pode ser dividido em quatro categorias:
a) defeitos na auto-associac®o os heterodimeros de espectrina, b) defeito na B-espectrina
conduzindo 4 ligagdo defeituosa da espectrina com a anquirina, ¢) defeitos na proteina 4.1 ¢
d) deficiéncia de glicoforina C (Palek, 1991).
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~ Subtipos de EIH

A EIH € um grupo heterogéneo quanto a gravidade da doenca, anormalidades
morfoldgicas da hemécia ¢ defeito molecular (Palek & Lambert, 1990). A EIH pode ser
dividida em trés maiores grupos de acordo com a morfologia do eritrécite: EIH comum, EIH
esferocitica e Ovalocitose do Sudeste Asidtico (Palek, 1991). A) EH comum:
morfologicamente caracteriza-se por eliptocitos bicncavos; as formas mais graves
apresentam também células em formas de bastdo e poiquilocitos; B) EIH esferocitica,
também denominada ovalocitose hemolitica, é um fendtipo hibrido entre EIH e esferocitose;
e C) Ovalocitose estomatocitica (Sudeste da Asia) caracteriza-se por células em forma de
"cother" corn uma fenda longitudinal ou um sulco transversal (Palek, 1991),

ELIPTOCITOSE HEREDITARIA COMUM

A EIH comum ¢ rara na populago ocidental (Palek & Lambert, 1990), porém
comumente detectada na populagho negra. Na Africa equatorial, a prevaléncia é de 0,6%
{(Lecomte et al, 1988; Palek & Lambert, 1990). A apresentagfo clinica varia de um tipo
assintomatico com hemacias com sobrevida normal até uma doenga hemolitica grave (Palek
& Lambert, 1990}

ElH leve e portador assintomdtico:

A maioria dos individuos com EIH comum so assintomdticos (Palek & Lambert,
1990). Em muitos pacientes com EIH leve, a eliptocitose € encontrada acidentalmente
durante avaliagio do esfregago de sangue periférico (Palek, 1991). Enquanto alguns
individuos tém uma leve anemia hemolitica compensada, outros nio apresentam evidéncia de
hemdlise e seus eritrocitos tém uma sobrevivéncia normal com o esfregago sangiiineo
revelando apenas uma modesta eliptocitose (15% ou mais) (Palek & Lambert, 1990; Palek,
1991). A base molecular da EIH leve € heterogénea e o defeito molecular relacionado inclui
mutagfes na cadeia o e B da espectrina, deficiéncia parcial de proteina 4.1 ou auséncia de
ghicoforing C (Palek, 19%1). '
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EIH com hemdlise esporddica:

Em alguns pacientes com uma forma leve de EIH, a hemodlise e anormalidades na
forma da hemécia podem piorar em associagio com virias complicagdes incluindo
espienomegalia, deficiéncia de vitamina B12, infecgBes (Palek & Lambert, 1990; Palek,
1991), rejeicio de transplante renal (Palek & Lambert, 1990), coagulagiio intravascular
disseminada ou plrpura trombocitopénica trombética (Palek & Lambert, 1990; Palek 1991).
Nazs duas ultimas condigBes, a piora na hemolise pode ser devido a perdas na
microcirculago, imposta por uma instabilidade mecénica fundamental. A hemélise piora,
Jjunte com o aparecimento de poiquildcitos no esfregaco de sangue periférico (Palek, 1991).

EIH com hemolise cronica:

Pacientes com EIH e hemolise crénica apresentam uma anemia hemolitica moderada
ou grave com eliptocitos e poiquildcitos no esfregago de sangue periférico; alguns requerem
esplenectomia ¢ a variedade clinica deve-se ao tipo de mutaglio proteica presente (Palek,
1991).

EIH homozgigota ou dupla heterozigota:

Em alguns casos, a EIH ¢ acompanhada de hemolise sintomatica, fregiientemente
requerendo esplenectomia. Contudo, a matona dos casos com EIH hemolitica grave sdo
pacientes que herdaram genes de ambos os pais com forma leve de EIH comum.
Tipicamente estes pacientes sfio homozigotos ou duplamente heterozigotos para uma ou
duas muta¢des na o ou B-espectrina (Palek & Lambert, 1990). A gravidade clinica & variavel
dependendo do defeito molecular basico. Pacientes homozigotos para uma o-sp levemente
disfuncional tém uma anemia hemolitica relativamente leve, ndo necessitando de
esplenectomia, enquanto gue pacientes homozigotos ou duplamente heterozigotos para
defetos maiores na o-sp, apresentam uma doenga grave (Palek, 1991). Somada 3
proeminente eliptocitose, o esfregago sanglineo destes pacientes mostra uma notavel
poiquilocitose com presenga de hemacias fragmentadas (Palek & Lambert, 1990). Alguns
pacientes com EIH homozigotica sdo indistingliivels de piropoiquilocitose hereditaria (Palek
& Lambert, 1990, Palek, 1991).
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EIH com poiquilocitose neonatal:

Neonatos gerados de pais com EIH leve apresentam anemia hemolitica sintomaética e
uma marcada poiquilocitose. Durante o primeiro ano de vida a hemélise e a poiquilocitose
diminuem e 0 quadro clinico se transforma em EIH leve. A gravidade do defeito molecular
quanto & porcentagem de dimeros ¢ 4 quantidade de espectrina mutante nas hemacias ¢
idéntica no periodo neonatal & na vida adulta, A piora da hemolise tem sido atribuida a
presenca da hemoglobina fetal (F) no periodo neonatal (Palek, 1991). A hemoglobina F tem
uma baixa afinidade ao 2,3-DPG (2,3-difosfoglicerato) (Matoveik & Mentzer, 1985,
Coetzer et al, 1987, Palek & Lambert, 1990), conduzindo a um aumento no nivel de 2.3-
DPG no citoplasma. Niveis aumentados de 2,3-DPG proporcionam uma redugio de 50% na
higaglio de proteina 4.1 com espectrina (Mai et al., 1988). Assim, o contato de 2,3-DPG com
a membrana desestabiliza o complexo espectrina /actina/banda 4.1, o qual pode aumentar a
expressio do defeito da auto-associag8o de dimeros de espectrina, enfraquecendo o
esqueleto ainda mais e conduzindo & poiguilocitose e fragmentacio (Coetzer et al,, 1987,
Palek & Lambert, 1990}

A 23-DPG causa aumento na mobilidade lateral das proteinas integrais da
membrana, podendo ocorrer um enfraquecimento da associagiio do citoesqueleto com &
membrana hipidica. O aumento, portanto, da concentragio de 2,3-DPG provocaria extensiva
vesiculaco resuftando em dramatica diminuiciio no tamanho da membrana. Esta vesiculacio
da membrana e o aumento da mobilidade lateral de proteinas causada pelo 2,3-DPG, podem
resultar na ruptura do complexo proteico da membrana (Sheetz & Casaly, 1980).

Piropeoiquilocitose Hereditdria:

Em 1975, Zarkowsky et al. descreveram uma anemia hemolitica congénita como uma
torma rara de EIH caracterizada por anemia moderadamente grave, esplenomegalia,
poiguilocitose, microesferocitose e aumento da sensibilidade térmica das hemaécias
(Zarkowski et al,, 1975). Este defeito foi identificado como piropoiquilocitose hereditaria
{Chang et al., 1979, Palek & Lux, 1983; Palek, 1991}

Piropoiquilocitose hereditaria (PPH) € mais comum na raga negra (Lux, 1988).
Tipicamente, um dos progenitores ¢ portador de uma mutagdo na cadeia o ou 8 da
espectrina e tem uma EIH leve ou ¢ um portador assintomatico para a espectrina defeituosa.
O outro progenitor ¢ hematologicamente normal e nfio sfo detectadas anormalidades
biogquimicas da membrana eritrocitaria (Palek & Lambert, 1990), entretando apresenta
defeito na sintese de espectrina detectada por quantificagio de RNA (Hanspal et al., 1992).
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Como a cadeia c-espectrina € sintetizada em excesso em relacio 4 cadeia B-espectrina,
heterazigotos simples para deficiéncia de o-espectrina sio assintomaicos (Palek & Lambert,
1990). Em contraste, quando esta deficiéncia esta associada a outras mutacdes da espectrina
ocorre aumento da expressio do defeito da espectring mutante (Coetzer et al, 1987). Na
PPH, as hemicias apresentam-se 30% deficientes (Coetzer & Palek, 1986; Coetzer et al.,
1987) em espectrina e h4 anemia hemolitica grave, potencializando o defeito na auto-
associag@o dos heterodimeros de espectrina (Coetzer et al., 1987).

O defeito na auto-associagdo de heterodimeros de espectrina causa ruptura no
esqueleto, conduzindo # poiquilocitose e fragmentagio. A deficiéncia de espectrina
proporciona a perda de superficie de drea (Palek & Lambert, 1990) conduzindo a
microesferocitose (Coetzer et al,, 1987, Palek & Lambert, 1990). Os eritrécitos na PPH
apresentam umna susceptibilidade aumentada para a desnaturagdo térmica (Liu et al., 1981),
fragmentando-se 4 45°C (Coetzer & Zail, 1981; Lux, 1988) e nfo 2 49°C como seria normal
{Lux, 1988).

ELIPTOCITOSE HEREDITARIA ESFEROCITICA.

Eliptocitose esferocitica ou ovalocitose hemolitica é uma forma relativamente rara de
ElH, onde os entrocitos combinam caracteristicas de EIH e esferocitose hereditdria: algumas
hemacia sfo esferocitos, outras células sio eliptdcitos arredondadas (Palek & Lambert,
1990). A doenca apresenta um caracter dominante, com hemélise clinicamente aparente e
com fragilidade osmotica aumentada em alguns casos. Duas caracteristicas distinguem esta
condigio da EIH comum: (1) pacientes com ovalocitose hemolitica apresentam hemélise
sintomdtica, a qual € minima ou ausente em pacientes com EIH comum havendo eliptocitose
como a tnica anormalidade morfoldgica no esfregago sangtiineo e (2) as hemécias na EIH
esferocitica apresentam aumento da fragilidade osmética, a qual é normal na EIH comum
{Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991).

A base molecular da doenga nio estd clara. Em alguns individuos com EIH
homozigética e deficiéncia completa de proteina 4.1, a apresentagiio clinica foi consistente
com ovalocitose hemolitica, incluindo aumento da fragilidade osmdtica, enquanto que
pacientes com deficiéncia parcial de proteina 4.1 revelaram fragilidade osmotica normal e
morfologia eritrocitaria caracteristica de EIH comum (Palek, 1991).
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ELIPTOCITOSE HEREDITARIA ESTOMATOCITICA (OVALOCITOSE
DO SUDESTE DA ASIA).

Esta doenga € encontrada em mais de 30% da populagio de algumas reas costais da
Nova Guiné, Melanésia ¢ Malasia (Palek & Lambert, 1990; Palek, 1991). A condicio é
autossdmica dominante (Palek & Lambert, 1990) e assintomética (Palek & Lambert, 1990;
Palek, 1991, Palek 1993) sem evidéncia clinica de destruigio eritrocitaria acelerada (Palek &
Lambert, 1990), Caracteriza-se por uma morfologia eritrocitéria distinta, com hemacias em
forma de colher com um sulco transversal ou uma fenda longitudinal (Palek & Lambert,
1990; Palek, 1991; Palek, 1993},

A alta prevaléncia desta condigio em algumas partes do Sudeste da Asia estd
refacionada com a resisténcia destas células a invas3o por certos parasitas da maldria (Palek
& Lambert, 1990; Palek, 1991). As membranas das heméacias na ovalocitose do Sudeste da
Asia exibe um marcado aumento em sua rigidez que pode ser responsavel pela resisténcia 4
mvasio do plasmodio (Palek & Lambert, 1990; Palek, 1993). A base molecular que conduz
ao aumento da rigidez pode envolver uma banda 3 disfuncional que liga-se fortemente a
anquiring (Liu et al., 199G; Palek, 1991). O defeito molecular envolve a delegiio de 9
aminodcidos (codons 400 a 408) ou 27 pares de base na transicio do dominio
citoplasmatico para o dominio transmembrana da banda 3 (Jarolim et al, 1991).

- Defeitos proteicos e moleculares na EIH

Estudos de ligaco realizados em 1956 sugeriram que a EIH estava ligada ao grupo
sangiiineo Rh (Morton, 1956; Lovric et al,, 1965). Posteriormente, Keats demonstrou que a
EIH poderia também estar ligada ao grupo sangiiineo Duffy (Fy) (Keats, 1979). Tais estudos
forneceram dados cruciais para a identificagfo dos defeitos proteicos e moleculares na EIH.

As bases moleculares da EIH permaneceram obscuras até 1980, quando alguns
estudos sugeriram um defeito de proteina do esqueleto (Liu et al,, 1981; Palek et al., 1981;
Tomaselli et al., 1981). Desde entfo, muitos defeitos foram descritos, alguns deles bem
caracterizados 4 nivel de seqiiéncia de aminodcidos e DNA (Palek, 1991). Hoje, sabe-se que
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a ligagio da EIH com o grupo Rh deve-s¢ a um grande nimero de pacientes que apresentam
deferto na proteina 4.1, cujo locus localiza-se no cromossomo 1 proximo ao locus Rh
{Conboy et al., 1986b; McGuire et al., 1988; Palek, 1991). Do mesmo modo, a ligacio com
o antigeno Dufly deve-se aos casos cujo defeito molecular encontra-se no gene da o-
espectrina também no cromossomo 1 (Marchesi et al,, 1987, Palek, 1991).

ESPECTRINA

Anormalidades na cadeia o ou B da espectrina envolvendo o sitio de auto-associagdo
de heterodimeros de espéctrina sdo encontrados em 60% des pacientes com EIH, A maioria
destes individuos s¥o da raga negra, mas estas mutacBes podem ser detectadas tamhém em
arabes e outros povos brancos (Palek, 1991).

ALFA-ESPECTRINA

Defeitos na cadeia o-espectrina {c~sp) tém sido encontrados na maioria dos
pacientes com EIH e PPH (Coetzer et al,, 1988). SO em uma minoria de pacientes com EIH
a o-sp anormal pode ser identificada com base em seu menor famanho e, porianto, com
mobilidade eletroforética maior (Palek, 1991), denominada «-sp "truncada®, caracterizada
por reducio em sua massa molecular (Palek & Lambert, 1990).

Na maioria dos casos, a espectrinag mutante tem um tamanho normal (Palek, 1991) e
mutacdes na o-sp nfo sfo detectadas por SDS-PAGE (Palek & Lambert, 1990). As
espectrinas anormais podem ser caracterizadas pela digestdio triptica demonstrando um dos
peptideos, correspondente a um dominic estrutural e funcional, distinto da espectrina normal
{Morrow et al.,, 1980; Palek & Sahr, 1992). A digestio anormal de um peptideo da cadeia
a~sp, resulta do aumento na susceptibilidade dos sitios de clivagem para proteélise ou da
formacdo de novos sitios de clivagem, com prejuizo na auto-associagdo de SpD-SpT (Palek,
1985; Palek, 1987; Palek & Lambert, 1990; Palek & Sahr, 1992).

O peptideo correspondente a0 dominio al/80 kDa, representando o sitio de auto-
associagio da espectring, é o mais proeminente (Palek, 1985; Palek, 1987, Paick & Lambert,
1990; Palek & Sahr, 1992) e na EIH freqiientemente enconira-se substituido por outros
fragmentos. Estes novos fragmentos serdio entdo denominados de acordo com o seu novo
peso molecular. Algumas anormalidades da cadeia o-sp encontram-se na tabela 1.
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BETA ESPECTRINA

Com excegio de uma mutagio de ponto (2053 Ala—Pro) na repeticio B 17
associada com aumento da formagio do fragmento Sp o Y74 {Tse et al, 1990), todas as
mutagdes conhecidas da B-sp s8o identificadas com base em seu aumento de mobilidade em
SDS-PAGE (Dhermy et al, 1982; Ohanian et al,,1985; Pothier et al,, 1987; Eber et al,
1588, Lecomte et al,, 1992; Yawata et al,, 1990; Garbarz et al., 1991a; Palek & Sahr, 1992).
Estas mutagBes resultam em uma P-espectrina "truncada" (com menor peso molecular) e
prejuizo na auto-associagdo de SpD-SpD, resultando também na diminui¢iio da fosforilagio
do C-terminal da B-sp (Palek & Sahr, 1992).

As mutag0es que resultam na beta-espectrina encurtada, podem incluir uma auséncia
na seqliencia que codifica um exen localizado proximo ao final 3' do gene da B-sp (exen X
ou Y} devido a uma mutacdo no sitio de clivagem e criagio de um codon de terminagio
prematuro (Gallagher et al,, 1991; Garbarz et al., 1991b; Yoon et al., 1991; Palek & Sahr,
1992). A B-sp “truncada” pode ser também resultado de uma cadeia com terminagio
prematura devido & mudanga na leitura por insergio ou delegdc de alguns pares de base
(Garbarz et al, 1991a; Tse et al,, 1991; Palek & Sahr, 1992). O encurtamento da cadeia
f-sp aumenta a susceptibilidade para a protedlise da lisina 48 da a-sp, causando aumento
na formagdo do peptideo de 74 kDa derivado da a-sp (Pothier et al., 1987, Palek & Sahr,
1992) e prejuizo na auto-associa¢do de heterodimeros de espectrina (Tse et al., 1990).

Os defeitos na cadeia P-sp descritos na literatura encontram-se sumariamente

descritos na tabela 2.
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PROTEINA 4.1

Além de defeito de espectrina, pode ser identificado, em individuos com EIH, defeito
de proteina 4.1 (Conboy, 1993). Os defeitos de proteina 4.1 podem ser divididos em dois
£Tupos:

EiH 41 (-): designa uma condi¢do na qual as mutagBes na EIH envolvem deficiéncia
quantitativa da proteina 4.1 (Conboy, 1993), onde a proteina estd reduzida (estado
heterozigoto) ou ausente {(estade homozigoto) (Venezia et al., 1992).

EIH 4.1 (+): determina as variantes qualitativas da proteina envolvendo mudanga no peso
molecular da mesma. Em muitos destes casos, o defeito foi primeiro atribuido & deficiéncia
de proteina 4.1 baseada na redugdo quantitativa da proteina corada por azul de Coomassie
na posigho normal de aproximadamente 80 kDa. Contudo, a anélise com anticorpo anti-
proteina 4.1 revelam uma proteina de peso molecular anormal, isto &, um defeito qualitativo
e nfo quantitativo (Conboy, 1993).

EIH 4.1 (~}: A base molecular da deficiéncia de proteina 4.1 ¢ heterogénea, porém
muitos pacientes sdo descendentes de africanos do norte (Palek, 1991, Palek & Sahr, 19923,
A proteina 4.1 pode apresentar uma deficiéneia parcial ou total (Palek, 1991; Conboy,
1993).

1) Deficiéncia parcial: estado heterogigoro; a deficiéncia parcial de proteina 4.1 & uma
causa relativamente freqiiente de EIH como tem sido descrita em varias familias com EIH da
Franga, Norte e Sul da Africa e nos Estados Unidos (Conboy, 1993) contudo parece ser
mals freqiiente em pacientes do Sul da Franga e Norte da Africa (Palek & Sahr, 1992). Uma
deficiéncia parcial de proteina 4.1 estd associada com EIH leve (Lambert & Zail, 1987;
Palek, 1991, Palek & Sahr, 1992) com auséncia de sinais, eliptécitos bem alongados
{Alloisio et al., 1985b) e transmissdo dominante {Alloisio et al., 1983b; Venezia et al,
1992).

2} Deficiéncia total: estado homozigoto: uma auséncia total da proteina 4.1 é identificada
na forma homozigota desta doenca (Lambert & Zail, 1987; Palek, 1991) e associada com
marcada instabilidade na membrapa (Lambert & Zail, 1987), conduzindo & hemdlise grave
antes da esplenectomia (Alloisio et al., 1985b). Homozigoto 4.1 (=) ¢é excepcional ¢ a
auséncia da proteina 4.1 ¢ acompanhada por redugdo grave de glicoforina C. Esta
observagio ¢ uma forte evidéncia que a proteina 4.1 estabiliza a glicoforina C na membrana
(Venezia et al,, 1992). A taxa de fragmentagio das membranas de pacientes com EIH 4.1 (-}

26



¢ dependente do grau de deficiéncia: células com deficiéncia total fragmentam-se mais
rapidamente que células com deficiéncia parcial (Conboy, 1993),

ElH 4.1 (+): Proteinas 4.1 disfuncionais tém sido identificadas em pacientes com
proteina de peso molecular baixo ou alto, produzida por um encurtamento ou alongamento
da mesma (Palek, 1991), envolvendo principalmente ¢ dominio de ligagio com a espectrina
conforme demonstrado por digestio enzimética ¢ quimica da proteina 4.1 (Palek & Sahr,
1992). Membranas de eritrdcitos com proteina 4.1 alongada fragmentam-se normalmente,
enquanto que membranas de células com proteina 4.1 encurtada fragmentam-se mais
rapidamente (Conboy, 1993).

1) Proteina 4.1 alongada: o alongamento da proteina 4.1 reduz a acessibilidade da proteina
4.1 para a espectrina (Palek & Lambert, 1990; Palek,1991).

2} Protetna 4.1 encurtady: proteinas de menor massa molecular falham em promover a
higacZo da espectrina com a actina provavelmente por causa da delecio do dominio de
ligacio da espectrina. (Palek, 1991) provocando marcada diminuic8o na estabilidade da
membrana (Conboy, 1993). O encurtamento da proteina 4.1 € uma forma rara e o paciente
com esta proteina apresenta anemia hemolitica mals grave que o paciente com proteina 4.1
de alto peso molecular, provavelmente porque a Gltima retém alguma, se n3o muito, de sua
habilidade para se ligar a B-espectrina (Palek & Sahr, 1992).

Os principats defeitos na proteina 4.1 [ EIH 4.1 () e EIH 4.1 (+) ] encontram-se
descritos na tabela 3.
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GLICOFORINAS

Varios pacientes com EIH leve perdem uma das glicoproteinas da membrana da
hemdécia designada glicoforina C (Daniels et al,, 1986; Palek, 19%91). A glicoforina C
deficiente ¢ expressada clinicamente como uma EIH leve, herdada recessivamente, sem
hemolise e eliptocitose suave. Exceto pela eliptocitose, estes pacientes sio clinicamente
assintomaticos. Anormalidades genéticas das glicoforinas A e B, cujos genes estio
fisicamente ligados na regifio q28-g31 do cromossomo 8, incluindo deficiéncias de ambas
glicoforinas A e B, sfo clinicamente assintométicas (Palek & Sahr, 1992),

Auséncia de glicoforing C: entre as mutagdes que conduzem & ausénecia de
glicoforina C encontram-se;
a) dele¢io do exom 3 e 4 resultando na troca da composicdo e cadon de terminacgio
prematuro,
b} mutacles nos codons 44 ¢ 45 TGGCCG — TTGCG, resultando na troca da composicio
¢ codon de terminagdo prematuro (nucleotidecs 166-168) (Telen et al., 1990; Palek & Sahr,
1992),

Uma redugdo na glicoforina C ou sialoglicoproteina B pode acompanhadar a
auséncia de proteina 4.1 (Venezia et al,, 1992). A glicoforina C, a menor sialoglicoproteina
da membrana ernitrocitaria, fot estudada em individuos com EIH 4.1 (-) homozigotos ¢
heterozigotos, caracterizada pela auséncia total ou parcial da proteina 4.1. Em membranas
4.1 (-) homozigota, a glicoforina C estava gravemente reduzida. A sialoglicoproteina v ou
glicoforina D {uma glicoproteina relacionada a glicoforina C) também torna-se reduzida. Em
heterozigotos 4.1 (—), a glicoforina C aparece levemente reduzida, enquantc que a
ghcoforina D aparece normal. Estas observagbes mostram que ha uma interagio entre a
proteina do esqueleto de membrana 4.1 e a glicoforina C (Alloisio et al., 1985a).

A deficiéneia de glicoforina C, que carrega o antigeno de grupo sangiiineo Gerbich, €
também acompanhada pela perda da expressio de todos os antigenos Gerbich (Ge:1, Ge:2Z e
Ge:3), o chamado fendtipo Leach (Palek & Sahr, 1992) que é comum na Melanésia (Palek |
1991}, podendo ocorrer invasio de hemécias deficientes em glicoforina C pelo parasita da
malaria Plasmodium jalciparim (Hadiey et al., 1988}
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1.4. "Eliptocitose Adquirida"

Eliptocitos aparecem em vérias situagBes com ou sem anemia, como sindromes
mieloproliferativas (Djaldetti et al., 1984; Lichtman, 1990b), anemia falciforme (Djaldetti et
al., 1984), anemia megaloblastica (Bull et al,, 1990) e deficiéncia de ferro (Bull et al., 1990;
Dialdetti et al., 1984). Nestas doengas, estudos bioquimicos da membrana da hemécia sio
£50a355058 ¢ 08 resultados controvertidos.

As sindromes mieloproliferativas s&o doengas do tronco celular hemopoidtico onde
pode ser observado esplenomegalia € anemia em alguns individuos. O sangue periférico
pode apresentar eritroblastos, granulocitos imaturos, esquizdcitos, dacrideitos (Lichtman,
1990a) e eliptéeitos (Dialdetti et al, 1984; Lichtman, 1990a). Dentre estas sindromes, a
mais freqliente é a leucemia mielside crénica (LMC) que se caracteriza pela presenca do
cromossomo Philadelphia (Ph!) em aproximadamente 90% dos pacientes, como um
resultado da translocago reciproca envolvendo o brago longo do cromossomo 9 e 22 (Cline
& Ahuja, 1990). A exposi¢do a radiagio ionizante pode aumentar a ocorréncia da doenca
(Lichtman, 19902). A mielofibrose primdria, também uma doenga mieloproliferativa
crOnica, caracteriza-se por fibrose medular de etiologia desconhecida, Ha comprometimente
hemopoiético mtramedular e ocorre principalmente ap6s os S0 anos de idade (Lichtman,
1290b). Alguns estudos da membrana eritrocitiria demonstram que na LMC h4 ligagio
cruzada das 2 subunidades da espectrina e que o defeito no citoesqueleto estaria associado
com perda da assimetria dos fosfolipideos transmembranosos (Kumar & Gupta, 1983). Por
outro lado, a proteina quinase C (PKC) estd aumentada em eritrécitos de pacientes com
LMC (Kundu et al., 1991; Cohen & Gascard, 1992} ¢ o aumento da atividade de PKC, por
sua vez, estaria associado com uma fosforilagio anormal da proteina 4.1 (Kundu et al,
1991}, causando inibigdo da sua ligagdo com a espectring e da formacdo do complexo
espectrina-actina-proteina 4.1 (Kundu et al, 1991; Cohen & Gascard, 1992), Porém, ¢
possivel que fambém a auto-associacdo dos heterodimeros de espectrina esteja prejudicada
na LMC (Basu et al,, 1988). Nio ha, entretanto, estudos semelhantes em outras sindromes

migloproliferativas.
Também ndo foram realizados estudos bioquimicos da membrana da hemécia nas

anemias carenciais como na anemia megaloblistica e ferropriva. As  anemias
megalobldsticas decorrem de um prejuizo na sintese de DNA e devem-se 4 deficiéneia de
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folato on cobalamina. Os eritrcitos variam em tamanho e forma, mas sio freqilentemente
grandes e ovais (Babior, 1990). A anemia ferropriva é o estigio mais avangado da
deficiéncia de ferro, caracterizada por diminuicdo ou auséncia de estoques, baixa
concentragio de ferro sérico e baixa saturacfio da transferrina. A anisocitose, uma alteracio
morfolégica reconhecida precocemente nos eritrdcitos, € tipicamente acompanhada por
ovalocitose leve e eliptécitos hipocrdmicos alongados (Fairbanks & Beutler, 1990).

A anemia falciforme € o estado homozigdtico para a hemoglobina § (Hb S). Esta
hemoglobina anormal decorre da substituigio do aminoacido 4cido glutAmico por valina na
sexta posiclo da cadela polipeptidica B da hemoglobina (Ingram, 1957) (GAG—-GTG)
(Marotta et al, 1977). A hemicia contendo Hb § adquire a forma de “foice” quando ¢
desoxigenada (Beutler, 1990) e a doenga possui componente hemolitico e vasooclusivo
{Hebbel, 1991). Considerando-se a grosseira distor¢io que é imposta sobre a célula pela
polmerizagiio da hemoglobina, nfo é surpreendente que um certo niimero de anormalidades
estruturais e funcionais t€m sido notadas na membrana das hemdcias falciformes (Ingram,
1986). A hemoglobina normal interage com proteinas de membrana, ligando-se ao dominio
citoplasmatico da banda 3 e estabiliza a auto-associacio da espectrina (Platt and Falcone,
1988). A hemoglobina S apresenta mais afinidade pela membrana que a Hb A normal
(Fischer et al., 1973). A modificacdo da membrana da hemacia por hemoglobinas anormals ¢
importante na fisiopatologia da perda da membrana (Platt & Falcone, 1988) possivelmente
levando a uma malor rigidez das hemécias falciformes (Evans & Mohandas, 1987). O
aumento da ligagio da hemoglobina e o aumento no actmulo de calcio {Chin et al., 1979) na
membrana das hemicias falciformes que sio anormalmente permeéveis ao calcio (Lux et al.,
1876}, alteram a permeabilidade ¢ a fosforilagdo na membrana (Chiu et al, 1979). A
espectrina liga-se a este calcio avidamente que, por sua vez, modifica a fosforilacio da
espectring por proteinas quinases ¢ ATP. Estas alteractes s3o associadas com a mudanca no
estade fisico da espectrina. Alguns estudos indicam que as células irreversivelmente
falcizadas (CIF) sdo também ATP-deficientes. Entfo, qualquer aumento de célcio na
membrana eritrocitaria ou diminui¢io de ATP, ou ambos, pode levar & "fixagdo” do arranjo

especirina-actina na forma irreversivelmente falcizada (Lux et al., 1976).
Uma possibilidade para o aparecimento de elipiocitos nestas doengas seria um

defeito na interagio "horizontal” das proteinas da membrana eritrocitaria com prejnizo na
auto-associagho dos heterodimeros de espectrina,
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Diante do exposto, foi objetivo deste trabatho caracterizar, pela primeira vez numa
populagic brasileira, os defeitos proteicos das membranas eritrocitarias na eliptocitose
hereditaria, através de quantificagio densitométrica de gel de poliacrilamida com SDS,
estudo de auto-associagdo de dimeros de especirina, analise dos produtos da digestio de
espectrina pela tripsina e, quando possivel, estudo a nivel de DNA. Foi também objetivo
anahisar por gel ndo-desnaturante a auto-associagio dos heterodimeros de espectrina em
outras doen¢as onde ha eliptécitos no esfregaco de sangue periférico como anemia
ferropriva, anemia megalobastica, anemia falciforme e sindromes mieloproliferativas
{raielofibrose e leucemia mieldide crdnica), as quais denominamos, em seu conjunto, de
"eliptocitose adquirida”,
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II. OBJETIVOS



Os objetivos deste trabatho foram:

— Caracterizar os defeitos proteicos da membrana eritrocitiria em pacientes com
Eliptocitose Hereditdria encaminhados ao ambulatério de Hematologia da UNICAMP,
através de quantificaclo densitométrica de gel de pali:acriiamida com SDS, corado pelo azul
de Coomassie, estudo de auto-associagio de dimeros de espectrina e analise dos produtos
da digestio de espectrina pela tripsina,

~ Realizar estudo a nivel de DNA, quando possivel, naqueles pacientes com
Eliptocitose Herediténa, cuja digestfio triptica da espectrina demonstrou o aparecimento de
um fragmento anormal.

- Avaliar a auto-associagic dos heterodimeros de espectrina  através de gel niio
desnaturante em outras doengas onde ha eliptéeitos no esfregago de sangue periférico como
anemia ferropriva, anemia megalobléstica, anemia falciforme e sindromes mieloproliferativas
{mielofibrose e leucermnia mieldide crénica), as quais denominamos, em seu conjunto, de
“eliptocitose adquirida”.
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1. CASUISTICA



Foram estudados 36 pacientes, sendo: 10 pacientes com Eliptocitose Hereditaria
(EIH) e seus familiares, bem como 26 com Eliptocitose Adquirida (EIAd).

Todos os participantes do estudo concordaram voluntariamente com o5
procedimentos adotados, apos ampla explicagio dos mesmos e foram submetidos a coleta de
20 a 40 ml de sangue periférico.

L 1) Eliptocitose Hereditdria

Case I (WCM):
Sexo masculino, 17 anos, branco com ascendéncia materna negréide, possut historia
de palidez, fraqueza e Internagio por esplenomegalia.

Caso 2 (BAFP):
Sexo feminino, 19 anos, branca com ascendéncia paterna ¢ materna italiana,
assinfomatica, sem esplenomegalia,

Caso 3 (RAN}:
Sexo feminino, 22 anos, branca com ascendéncia paterna negréide e materna italiana,
esplenomegahia detectada ao acaso por paclente procurar ambulatdrio devido a caso de

talassemia na familia.

Casa 4 (OSM):

Sexo feminino, 46 anos, branca com ascendéncia italiana, sem esplenomegalia,
procurou hospital por anemia ferropriva devido a miomatose uterina. Apés retirada cirtirgica
do mioma e tratamento da anemia ferropriva, a ferriting retornou a niveis normais conforme
evidenciado em duas anélises independentes: 62 e 60 ng/mi (valores normais: 10 a 250 ng/mi
-Roche). Entretanto, apesar do desaparecimento da microcitose e hipocromia, a
hemoglobina nfo voltou a niveis normais ¢ regular némero de eliptécitos mantiveran-se

presentes.

Case § (BDE):
Sexo feminino, 69 anos, branca com ascendéncia  paterna e materna itafiana
assintomaética, sem esplenomegalia, encaminhada do sul do pals, possui historia de fithos e

irmios com eliptocitose hereditaria assintomética ¢ bago normal,
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Caso 6 (MJISL):

Sexo femimno, 35 anos, branca com provavel ascendente negroide, possui histéria de
anemia desde a infincia e esplenomegalia.

Caso 7 (CARP):
Sexo feminino, 35 anos, branca com ascendéncia paterna alemi e materna italiana,
possui histdria de anemia ha 15 anos e esplenomegalia.

Caso 8 (LESN):

Sexo masculino, 4 anos, branco com ascendéncia materna negréide, histdria de
anemia desde o nascimento, dependente de transfusio e acentuada esplenomegalia. Fitho de
pais consangiifneos {primos legitimos) e assintoméaticos. A consangiineidade vém ocorrendo

pelo menos por duas gerages anteriores (Figura 7).

|
N ( Y
N ; ~
- 1
_____ /" IH\-] | / , &www___i
_________ T\ S N N
)
? ? 2

; = Eliptocitose Hereditaria

?  =Nio investigados

FIGURA 7: Heredograma da familia do caso 8 (LESN).
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Casos 9 (VRD ¢ AAD):
Dois irméos do sexo masculino (VRD, 22 anos e AAD, 25 anos), negréides,
assintomaticos, sem esplenomegalia. '

Caso 16 (MCP):

Sexo feminino, 19 anos, branca com ascendéncia paterna negréide e materna
italiana, possui histéria de anemia desde a infincia, com esplenomegalia e episddios de
fraqueza e ictericia. A mée apresenta anemia semethante sendo submetida & esplenectomia
ha varics anos.

HE 2} "Eliptocitose Adquirida”
Foram estudados 26 pacientes, sendo: seis pacientes com mielofibrose, sete pacientes

com leucemia mieldide crlnica, trés pacientes com anemia megaloblastica, cinco pacientes
com apemia ferropriva e cinco pacientes com anemia falciforme.
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IV. METODOS



IV.1. Andlise Hematologica

1. Para avaliagio hematoldgica, foi realizada coleta de sangue periférico em EDTA {(sal
dissddico do dcido etilenodiaminotetracético) na concentragio de 1,5 mg/ml (Dacie &
Lewis, 1984).

2. A hematimetria foi obtida através de contador eletrdnico Cell Dyn 1600 (ABBOTT).

3. A contagem de reticuloeitos foi levada a efeito pela incubagfo de volume/volume de
sangue periférico coin 1% de azul brilhante de cresil (Erslev, 1990).

4. A analise morfoldgica dos eritrocitos foi feita através de microscopia optica de laminas
de sangue periférico coradas pelo May-Grinwald-Giemsa (Dacie & Lewis, 1984).

A avaliacio quantitativa dos eliptécitos, dacrideitos e drepanécitos foi feita através da
porcentagern destas células em 10 campos de cerca de 200 hemécias cada um. Esta
porcentagem foi expressa em cruzes de acordo com o seguinte padrdo:

4.1. Para avaliagio quantitativa de eliptocitos na Eliptocitose Hereditdnia e de
drepandcitos na Anemia Falciforme, foi considerada a seguinte legenda
< 2% = (D), 2 - 10% = (+); 10 - 30% = (++); 30 - 60% = (+++) ¢
> 60% = (4+-+4+4).

4.2. Para avaliagiio quantitativa de eliptocitos e dacridcitos nas  sindromes

migloproliferativas e nas anemias carenciais, foi considerada a seguinte legenda:
<1% = (D) 1~ 2% ={+); 2-5%=(++); 5 - 10% = (+++) e > 10% = (++++),
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IV.2. Estudo Biogquimico

1. Extragdo ¢ solubilizacdo das proteinas da membrana eritrocitdria.

A extragio de proteinas da membrana eritrocitaria fol realizada de acordo com Dodge et

al. {1963), com pequenas modificagdes.

1.1

1.3,

1.4,

L3

1.6

1.7,

1.8

1.9.

Coleta de 20 ml de sangue venoso em 25% do anticoagulante ACD (4cido c¢itrico,
citrato de s6dio, dextrose) e conservagio a 4°C por no maximo 10 dias (Wolfe, 1985).

Centrifugacio de 5 mi de sangue a 2.500 rpm, por 10 minutos, a 4°C.

Remogfo do plasma e da camada de lencécitos por aspiracio.

Ressuspensfio das células em 2 volumes de PBS a 4°C (3mM NaHPO4, 150mM
Nall, ImM azida sodica; pH 7,5). Centrifugaciio a 2.500 rpm, por 10 minutos, a 4°C.
Remogio do sobrenadante e leucdcitos restantes por aspiraggo.

Repetigho do item 1.4 duas vezes.

Lise de heméacias com 30 volumes de tampio de lise 2 4°C (3mM NasHPQy4, 0,2mM
NaHoPO4, 0,1mM EDTA, 0,1 mM PMSF; pH 8,0). Centrifuga¢Zo a 16.000 rpm, por
15 minutos, a 4°C. Remo¢8o do scbrenadante (hemoglobina) ¢ do agregado de
Jeucdcitos formado sob o pellef de membrana, por aspiracio.

Repeticiio do item 1.6 duas vezes, ou até o pellet adquirir cor branco leitosa.

Reserva de aproximadamente metade do volume do pelffer obtido, a 4°C, para
posteriormente proceder a extragio de espectrina.

Determinagio da concentragfio proteica através de espectrofotometria, utilizando-se

curva padrdo de soro albumina bovina em comprimento de onda de 595nm (Bio-Rad
Frotein Assay baseado no método de Bradford).
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1.10. Solubilizagio da amostra (pelfer de membranas) em igual volume da solugfio; 10mM

EDTA, pH 8,0, 0,25M tris-base, 5% SDS, 1,25 M sacarose, 0,1M DTT e 0,05% de
azul de bromofenol. Ferwura por 2 minutos,

2. Eletraforese em gel de poliacrilamida.

As proteinas de membrana foram fracionadas em gel de poliacrilamida contendo SDS.

2.1

2.2.

2.4

2.5

Sistema Fairbanks: 30 ug de proteinas de membrana solubilizada foi aplicada em gel
de gradiente exponencial de poliacrilamida 3,5 a 17% (Fairbanks et al, 1971),
preenchido com tampiio de corrida 40 mM tris-base, 20mM acetato de sodio, 2mM
EDTA, pH 7.4, 0,2% SDS, 0,008% de 2- mercaptoetanol e submetido a tensfio de 40
¥ por 16 horas.

Sistema Laemmii: 40 ug de proteinas foram aplicadas em gel de resolugfo contendo
12 % de poliacrilamida (Laemmli, 1970), preenchido com tampio de corrida 0,025M
tris-base, 0,2M glicina, 0,1% SDS, 0,008% de 2-mercaptoetanol e submetido & tensio
de 60 V por 16 horas.

Para ambos os sistemas foi utilizado aparato Hoefer modelo SE 400 ¢ fonte Bio Rad
modelo 1000/500.

. Visualizacio das proteinas através de coloragiio com 0,25% de azul de Coomassie em

10% de Acido acético £ 45% de metanol.

Lavagens subsequentes dos géis em solug@o descorante contendo 30% de metanol ¢
7% de acido acético.

Secagem dos géis previamentes tratados em solugio contendo 1% de glicerol, 7% de
dcido acético ¢ 5% de metanol.
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3. Quantificacfo das proteinas de membrana por densitometria (Hoefer
modelo G5 300).

3L

32

3.3

O célculo das diferentes areas sob os picos de cc e B-sp, 2.1, banda 3, 4.1 e 4.2, foi
levado a efeito pelo programa de computador GS 365 W - versio 3.01 - Hoefer.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata & na maioria dos pacientes com EIH
foram obtidas 2 amostras de sangue independentes e o resuitado fol expresso pela
média + desvio padrio (¥+DP).

Sistema Fairbanks 3,5-17 %:

Para identificagio de eventual deficiéneia das proteinas da membrana utilizamos a
handa 3 como razilo, através do calculo:

drea total da proteina X / drea total de banda 3.

Para detecglio de deficiéncia de proteina 4.1 ou 4.2, utilizamos o caleulo:

drea total prot. 4.1 / drea total prot. 4.2

A padronizagio destas técnicas foi realizada previamente ao estudo dos pacientes,
através da andlise de 30 individuos normals, cujos dados encontram-se na tabela 4 e
figura 8.

Para identificagiio de controle normal usado na raziio alfa © beta espectrina, na anélise
de um caso de EIH, o controle foi determinado apds andlise densitométrica de 22
diferentes controles. Os controles utilizados para 2 determinagio dos valores normais,
bem como sua média e desvio padrio, também se encontram na tabela 4 e figura 8.

Sistema Laemmili 12%:

Para confirmaciio de deficiéncia de proteina 4.1, foi utilizado o sistema Laemmit 12%
através do calculo 4.1/4.2. O controle foi obtido pela média de 6 individuos normais
conforme tabela 5.

Para determinagdo de controle normal na razio 4.1a/4.1v, foi realizada a analise
densitornétrica de 3 controles de acordo com a tabela 5.

O modelo da separagio eletroforética das protefnas totais da membrana eritrocitaria
através dos sistemas Fairbanks 3,5-17 % ¢ Laemmli 12 % encontran-se na figura 9.
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4. Extragdo de espectrina.

4.1.

4.3,

4.4.

4.5.

Tratamento do pellef reservado com 0,009% de DFP (diisopropiifosforofiuoridato),

Ressuspensdo da amostra (peflef), com tampio de extragho de espectring 0,1 mM
NasHPQy4, 0,00625 mM NaHpPOy4, 0,imM EDTA, 0,1 mM DTT, pH 8.2
Centrifugacio a 17.000 rpm, por 40 minutos, a 4°C. Remoglo do sobrenadante por
aspiragio.

Incubacio da amostra com tampio de extragfo de espectrina (espectrina: tampio =
2:1}a 4°C por 16 horas.

Centrifugagiio a 17.000 rpm, por 90 minutos, a 4°C. Coleta do sobrenadante de
espectrina. Cerca de 50% da espectrina obtida fol colocada em meio isotdnico
{150mM de NaCl) com o objetivo de diminuir a conversfio tetrimero —» dimero e
armazenada a 0°C até a aplicagio, por periodo sempre inferior a & horas. A outra
metade da espectrina foi reservada para a digest3o triptica.

Determinagdo da concentrago de espectrina conforme descrito no ftem 1.9.

3. Eletroforese de espectrina em gel ndo-desnaturante.

5.1

Verificacio de dimeros e tetrdmeros de espectrina, utilizando-se eletroforese em gel
nio-desnaturante: trs-base 0,04M, scetato de sédio 0,02M, EDTA 0,002M, pH 7.4, -
0,3% agarose, 2,5% acrilamida, 0,003M persulfato de aménio, 0,025% TEMED (N,
N, N, N, - Tetramethylethylenediamine).

Aplicagiio de 15ug de espectrina isotOnica, acrescida de 44mM de DTT, 64mM de
sacarose e 0,05% de azul de bromofenol para a eletroforese, utilizando-se tamp3o de
corrida nfo-desnaturante a 4°C  (40mM tris-base, 20mM acetato de sddio, 2mM
EDTA, pH 7.4, ¢ 0,008% de 2-mercaptoetanol) e submetido a tens#o de 20V, por 20
horas a 4°C, usando-se aparato Bio-Rad modelo PROTEAN il e fonte Bio-Rad
modelo 1000/500. |
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5.6,

Visualizac3o de dimeros e tetrdmeros de espectrina, através de coloragiio com 0,05%
de azul brilhante de Coomassie em 25% de isopropanol e 10% de acido acético.

Lavagens subsequentes do gel ndo-desnaturante em solucfo acido acético:agua (1:10).

Para obtencio dos valores normais de dimeros de espectrina foram utilizados 30
controles diferentes conforme tabela 4 e figura 8.

O modelo da separagiio eletroforética de tetrdmero-dimero de espectrina encontra-se
na figura 10,

6. Digestio triptica da especirina.

6.1,

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.5,

6.7,

Digestio da espectrina {obtida no ftem 4.4) pela tripsina (iripsina: espectrina =
1:100 v/v) em solugio contendo ImM NayHPO4 pH 8,0, 150mM NaCl, SmM
EDTA, pH 7,5, 2 4°C, por 20 horas.

Interrupgio da digestdo triptica da espectrina através da adigio de 1% SDS, 20mM
DTT e fervura por 1 minuto.

Aplicagiio de 100 ug de espectrina digerida, adicionada de 27 mM de sacarose, 14mM
de IDTT e 0,03% de azul de bromofenol.

Fracionamento dos peptideos de espectrina em gel de poliacrilamida, Sistema Laemmli
10%, preenchido com tamp#o de corrida 0,025M tris-base, 0,2M glicina, 0,1% SDS,

0,008% de 2-mercaptoetanol e submetido & tensfo de 30V por 20 horas, em aparato
Hoefer modelo SE 400 e fonte Bio-Rad modelo 1000/500.

Visualizagio dos peptideos de espectrina por coloragio com 0,25% de azul brilhante
de Coomassie conforme descrito nos itens 2.3 e 2.4,

Secagem do gel conforme descrifo no item 2.5.

O modelo da separagfo eletroforética dos peptideos de espectrina enconira-se na

figura 10,
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TABELA 4: Controles utilizados para a determinagio dos valores normais para as

n ==
¥k DP =
Yartacdo =

proteinas totais da membrana através do Sistema Fairbanks 3,5-17% e parz

heterodimeros de espectrina.

sp/b3 2.1/b3  41+42/b3  4.1/4.2 o/B Sp D(%)
1,15 0,20 0,29 1,20 0,90 5.0
0,91 0,18 0,28 1,15 0,94 5,5
1,04 0,19 0,43 1,00 0,94 6,1
1,05 0,20 0,36 1,04 1,02 7,1
0,87 0,19 0,34 1,06 1,06 73
0,96 0,23 0,35 0,91 0,91 7,7
1,10 0,21 0,37 1,00 1,04 7.7
1,06 0,19 0,33 0,97 1,04 8,0
0,90 0,18 0,36 1,01 0,98 8,0
1,00 0,18 0,33 0,98 1,02 8,1
1,03 0,19 0,34 1,05 0,97 8,5
1,04 0,18 0,33 0,88 0,97 8,5
0,94 0,17 0,30 0,38 0,92 8.8
1,05 0,17 0,33 0,90 0,94 9,0
1,05 0,17 0,36 0,90 0,97 9,0
1,01 0,23 0,32 0,38 0,97 10,0
0,91 0,21 0,38 0,84 1,00 10,3
0,95 0,21 0,35 0,90 0,92 10,5
1,10 0,23 0,36 0,86 0,93 10,9
0,95 0,23 0,40 1,00 0,88 11,6
1,03 0,23 0,33 1,03 0,99 11,8
1,11 0,20 0,28 1,20 0,90 11,9
1,05 0,20 0,35 0,99 12,0
1,04 0,21 0,35 0,88 12,4
1,13 0,23 0,32 1,14 12,5
1,01 0,20 0,38 1,00 12,6
1,12 0,19 0,35 0,98 13,4
0,98 0,17 0,33 0,92 13.6
1,06 0,20 0,37 0,99 13,7
0,95 0,23 0,42 1,12 14,0
30 30 30 30 ) 30

1024007 0204002 0354004 099£0,10 096+0,05 9,9%%2,5
(0,87 - 1,15) (0,17-023) (0,28-0.43) (0,84-120) (0,88-1,06) (5,0-14,0)
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TABELA 5: Controles utilizados para a determinacio dos valores normais da razio =
proteina 4,1/ proteina 4.2 e 4.1a/4.1b através do Sistema Laemmii 12%.

4.1/42 4.1a/4.1b
0,84 2,30
0,92 1,67
0,92 1,65
0,80
0,82
0,95
n= 6 3
X +DP 0,88 £ 0,00 1,87 +£0,30

Variagio  (0,80-0,95) (1,65 -2,30)
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FIGURA 9: (A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5-17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12% P=paciente ¢ C=controle, Modelo da separagio eletroforética
das proteinas totais da membrana enrocitiria, mostrando aumento de
proteina 4.1b em um paciente pelo sistema B.
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@ -TETRAMEROS

« -DIMEROS DE o
ESPECTRINA ot

FIGURA 10:(A) Modelo da guantificacio de heterodimeros de espectrina mostrando um
controle normal {C) e dimero zumentado em paciente {P).
(B) Modelo da separacio eletroforética dos fragmentos correspondentes acs
dominios das cadeias o e § da espectrina, indicando o dominio I da cadeia

o-sp com 80kDa (Delaunay et al,, 1990).
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IV.3. Western-blotting

1. Utilizando-se a amostra obtida no item IV.2,1.10. (pellet de membranas) e no item
IV.2.6.3. (espectrina digerida) procedeu-se a eletroforese em gel de poliacrilamida.

L1 As proteinas do pellet de membranas foram fracionadas em gel de poliacrilamida
contendo SDS através do Sistema Laemmli 6%: 40 pg de proteinas foram
aplicadas em gel de resolugiio contendo 6% de poliacrilamida,

12, Os peptideos da espectrina digerida foram fracionados em gel de
poliacrilamida  10%, Sistemna Laemmli: 40 pg de espectrina digerida foram
aplicadas no gel de resolu¢fo contendo 10% de poliacrilamida.

Ambos os géis foram preenchidos com tampio de corrida idéntico ao item
IV.2.2.2, e submetido & tensfio de 80 V por 4 horas.

_I:«J

A twansferéncia das proteinas fracionadas por SDS-PAGE para a membrana de
nitrocelulose (modelo 0,451-Bio-Rad) foi levada a efeito usando-se tampio de
transferéncia contendo tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0.02% e
submetido & tensfo de 25 V por 20 horas e 100 V por 40 minutos.

3. A membrana de nylon foi tratada com solugdo bloqueadora contendo tris-base 0,02 M,
NaCl 0,15M, tween 20 0,05% e leite em po desnatado (Molico) 5% por 2 horas &
temperatura ambiente.

4. Posteriormente, as membranas foram lavadas com solugio basal (tris-base 0,02 M,
NaCl 0,15 M, tween 20 0,05%).

5. Incubagio com o respectivo anticorpo:
51, A membrana de nitrocelulose contendo as proteinas totais da membrana
eritrocitdria foi incubada com anticorpo anti-f espectrina, na concentracio de

1:200 {anticorpo:solucio) com a solu¢@o basal descrita no ftem 4, acrescida de
0,3% de BSA (soro albumina bovina) e azida sédica 0,02%, por 16 horas a 4°C.
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52. A membrana de nitrocelislose contendo a espectrina digerida foi incubada com
anticorpo anti-Sp al/80 na concentragiio de 1:50 (anticorpo:solugiio) com a
mesma solugo descrita no ftem 5.1,

(Os anticorpos foram gentilmente cedidos pela Dra. Manjit Hanspal).

Subsequentes javagens por 30 minutos com a soluglo basal descrita no item 4.

Incubagdo das membranas de nitrocelilose com solugio basal adicionada de leite em
pd desnatado (Molicc) a 1% e 0,1% de Proteina A com Todo 125.100 pCi / mi
{Amersham) por 2 horas & temperatara ambiente,

Lavagens subsequentes por 1 hora com a solugdo basal descrita no item 4.
Exposicio das membranas de nitrocelulose em filme de raio X Kodak por 3 horas

{membrana tratada com anticorpo anti-f espectring) e 6 horas {membrana tratada
com anticorpo anti-Sp o 1/80) 5 —goeC,
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V.4, Estudo Molecular

I Extracdo de DNA genémico

1.1

1.3

1.4,

1.5,

1.6,

1.7,

1.8,

1.9,

Coleta de 20 mi de sangue penférico em frasco estéril, usando-se como anticoagulante
EDTA, na concentragdo de 1,5 mg/mi (Dacie & Lewis, 1984),

Centrifugaciio da amostra a 2.000 rpm por 10 minutos para separagdo do plasma.
Descarte do plasma.

Lise de hemacias com 5 vezes o seu volume em solugdo de 0,144M de NH4Cl e 0,01M
de NH4HCO3. Repouso de 15 minutos & temperatura ambiente. Centrifugacio a
2.500 rpm por 20 minutos. Remogio do sobrenadante.

Repeticio do item 1.3, uma vez.

Lise de leucdcitos em solucio de 0,3M de NaCl, 10 mM EDTA, 10mM Tris-HCl
pH 7.5, TM de uréia e 2% de SDS, a 37°C, por 16 horas.

Extracio do DNA de leucocitos viv de solugio de lise/mistura de fenol: cloroférmio:
dlcool isoamilico (25:24:1). Agitacio lenta por 10 minutos. Centrifugacio a 2.500 rpm,
por 20 minutos. Separagfio da fase superior (contendo DNA) e descarte das demais.
Repetir uma vez.

Adico v/v 4 fase aquosa de cloroformio/ alcool isoamilico (24:1). Agitac8o lenta por
10 minutos. Centrifugac&o a 2500 rpm, por 20 minutos. Separagio da fase superior ¢

descarte das demais. Repetir uma vez.

Precipitagio do DNA com adigdo de 10% do seu volume de acetato de sédio 3M,
pH 5,2 e 2,5 volumes de etano} absoluto gelado.

Dissolugéo do DNA gendmico precipitado em dgua destilada, desionizada e estéril.

1.10.Determinagio da concentragio de DNA através de espectrofotometria, em

comprimento de onda de 260 nm.
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2. Amplificagdo do DNA através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

2.1.

2.2

2.3

24

2.5,

Amplificagio por PCR (Saiki et al,, 1988) a partir de 1ug de DNA genbmico com
10 mM de Tris-HCi pH 8.3, 1,5 mM de MgCls, 50mM de KCl, 0,01% de gelatina,
200uM de cada desoxinucleotideo trisfosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0,1 uM de
cada primer (iniciador) ¢ 2,5 U de Taq DNA polimerase (BRL), completando-se a
reacdo para 100 pl com agua destilada, desionizada e estéril,

Apés a desnaturagio inicial 2 94°C por 5 minutos no ciclador de temperatura (DNA
Thermal Cycler, Perkin-Elmer Cetus) a Taq DNA polimerase € adicionada e a reacio

€ recoberta com 50 ul de dleo mineral.

Amplificac3o realizada em 40 ciclos compreendidos de desnaturagdo a 94°C, por 90
segundos, anelamento a 55°C, por 90 segundos e extensio a 72°C, por 120 segundos.

Extensfo do ultimo eiclo a2 72°C, por 7 minutos.

Visualizag8o do fragmento amplificado do DNA gendmico, através de gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio ¢ fluminado com luz ultravioleta.

3. Sequenciamento do DNA

3.1

311

312,

Purificagfio do DNA.

. Dilui¢o de aproximadamente 200 fimol de DNA amplificado pela téenica da PCR,
para um volume total de 20ul com agua destilada, desionizada e estéril.

Adiglo de 20yl de acetato de ambnio 4M e 1601l de isopropanocl. Repouso por 10
minutos, 4 temperatura ambiente. Centrifugacio a 12.000 rpm por 20 minutos.

. Descarte do sobrenadante e lavagem do precipitado em 160ul de etanol 70%.
Centrifuga¢io a 12.000 rpm por 20 minutos.

. Descarte do sobrenadante e dissolugiio do precipitado em 20ul de solugio contendo
Tris-HC 10mM pH 7,5, EDTA 0,1mM.
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TABELA 6: Primers utilizados para amplificagio dos exons 4 e 6 da cadeia alfa da
espectrina ¢ para sequenciamento do exon 6 da cadeia alfa da espectrina,

EXONS SEQUENCIAS (5' - 3"

Sense: GAG GAT CCCTGC TCC CAG TGT CTG

Antisense: CTG AAT TGG GAC AGA GGA GTG GGA GGC

Sense: CTC ATCTCT GTA TAA CTC CAG

Antisense: AGA GCC TAA TAC AAA GACH

* utilizado também na reacio de sequenciamento

3.2, Marcagio do primer

3.2.1.Marcagdo de um dos primers utilizados na reagio da PCR, usando-se 1 pmol do
primer marcado com 2 pmol de [y- 32P] ATP 10 mCi/ml, 5000 Ci/mmol
{Amershan), 60mM Tris-HC] (pH 7.8), 10mM MgClo, 0,2M KCl, 1U de T4
polinucleotideo kinase obtendo-se um volume de 5 pl, completando, se
necessario, com agua destilada desionizada e estéril.

3.2.2.IncubagBo da reacdo por 30 minutos a 37°C. Reincubaglo por 5 minutos a
55°C. Conservacgio da reagfio em gelo.

3.2.3.Aos 5 pl do primer marcado adicionar 37,5 mM Tris-HCl (pH 9,0}, 6,25 mM
MgCly, 37,5 mM KCI; 50 fmol do DNA purificado ¢ 2,5 U de Tag DNA
polimerase, completando-se a reaco para 36pl com 4gua destilada, desionizada
e estéril.



3.2.4. Separagfio de 8pl da reagdo total em 4 tubos e adigio de 2ul de uma mistura de
cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e o
didesoxinucleotideo especifico para uma concentragio final de:

Tubo 1: 0,4 mM ddATP e 20uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP,
Tubo 2: 0,2 mM ddCTP e 20uM de cada dATP, dCTP, dTTP & 7-deaza-dGTP.
Tubo 3: 0,4 mM ddTTP e 20uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP.
Tubo 4: 0,04 mM ddGTP ¢ 20uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-
dGTP.

3.2.5.Adig¢io de 10yl de dleo mineral sobre os 10l de cada reag#o, e incubagio em
ciclador de temperatura Perkin-Elmer Cetus, através de 20 ciclos de
desnaturagiio a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
extensBo a 70°C por 60 segundos seguidos por 10 ciclos de desnaturagio a
95°C por 30 segundos ¢ extensdo a 70°C por 60 segundos.

3.2.6.Interrupglo da reagio com adigdo de Sul de solugio de formamida $5%, 10mM
EDTA pH 8,0, 0,1% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno cianol {obtendo-se
uma concentragiio final de 31,7% de formamida, 3,33mM EDTA pH 8,0, 0,03%
de azul de bromofenol e 0,03% de xileno cianol).

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

3.3.1. Separagio dos didesoxinucleotideos marcados radicativamente através de gel de
poliacrilamida 6%, tris-base 45mM, acido bérico 45mM, EDTA 1mM pH 8,0
uréia 7M, 3,5mM persuifato de aménio ¢ 0,05% de TEMED (N, N, N', N-
tetramethylethylenediamine) em placas 40x34 ¢cm e 0,4 mm de espessura,
preenchido com tamp#o de corrida tris-base 45mM, acido bérico 45mM, EDTA
ImM pH 8,0 em aparato GIBCO-BRL modelo 52 e submetido a tensfo de
1800V por 3 horas em fonte Bio-Rad modelo 3000 Xi.

3.3.2. Secagem do gel & 80°C por 30 minutos em aparetho Bio-Rad modelo 583,

3.3.3.Exposicio do gel seco em filme ralo X Kodak, por 24 horas, a temperatura

ambiente,
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4. Pesquisa de heteroduplex.

Para pesquisa de heteroduplex, o exon 4 foi amplificado por PCR segundo item
IV.4.2. O produto de amplificagdo foi desnaturado a 95°C por 5 minutos e 65°C por 2

minutos ¢ aplicado em gel de poliacrilamida 7%. Os fragmentos foram entfio visualizados
por reagiio com brometo de etidio.
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V. RESULTADOS



V.1. Eliptocitose Heredité’ria

Caso 1:

Entre os membros da familia do paciente 1 (WCM), sua mie e um irmio eram
assintomaticos mas apresentavam freqiientes eliptocitos no esfregaco de sangue periférico. Os
dados hematoldgicos do paciente e seus familiares encontram-se na tabela 7.

A anélise quantitativa das proteinas da membrana eritrocitaria do paciente e 2 familiares
foi normal (tabela 8 e figura 11). Porém o paciente apresentou aumento dos dimeros de
espectrina como pode ser visto na tabela 9 (figura 12-A). A digestdo pela tripsina demonstrou
o aparecimento de um fragmento anormal de 50-46 kDa em substituigiio ao fragmento de 80
kD normal, correspondente ao dominio I da cadeia alfa da espectrina (figura 12-B, tabela 9}.

Conclusdo: Sp ol/50-46

TABELA 7: Dados hematoldgicos do paciente e seus familiares

Hb (g/dl) Reticuldcitos (%)  Eliptdcitos

Paciente (WCM) 14,1 1,1 ++++
Pai (JCM) 14.4 1,4 &
Mie (RM) 13,2 1,0 4ot
Irmio 1 (FM) 14,4 1,0 ++
Irm#o 2 (JCMJ) 13,3 0,9 %)
Irmd (MM) 13,1 1,1 &

3%



TABELA & Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria

sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente (WCM)  1,07#0,08 0,2020,03 0,36+0,01 0,98:0,13

Pai (JCM) 0,97 0,19 0,38 0,88

Irméo 2 (JCMJ) 0,93 0,20 0,35 0,98

Controle 1,00£0,1  0,2040,01 0,370,010  1,01%0,0]
A B

FIGURA 11:(A) SDS-PAGE = Sistema Fairbanks 3,5 -~ 17%. (B) SDS-PAGE = Sistema
Laemmli 12%. 1= controle, 2 = paciente, 3 = irméo 2 do paciente e 4 = pai do
paciente. Note que nfio houve alteragio em A ¢ B.
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TABELA 9: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestdo triptica da
espectrina,

Dimeros de Digestiio pela
espectrina (%) tripsina

Paciente 33,342,7 ol/50-46,1/80

Pai 12,7 normal
Irmido 2 4.4 normal
Controle 13,7411
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FIGURA 12: (A) Eletroforese em gel nfo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestdo triptica da espectrina 1 = paciente, 2 = controle, 3 = pai do
paciente, 4 = irm@o do paciente e M = marcador. Note que o paciente
apresentou maior quantidade de dimeros de espectrina que o controle, porém
seu pal e irm#o apresentaram dimeros normais. O aumento de dimeros de
espectrina no paciente, foi decorrente do aparecimento de um novo fragmento
de 46 - 50kDa em substitui¢io ao fragmento normal de 80kDa, correspondente
a0 dominio I da cadeia alfz da espectrina (seta).
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Caso 2:

A paciente 2 (BAP) apresentava considerdvel quantidade de eliptocitos no esfregaco de
sangue periférico, conforme pode ser visto na tabela 10.

A analise densitométrica das proteinas de membrana da heméacia em SDS-PAGE foi
normal (tabela 11, figura 13) também ndo houve alteragio quantitativa de heterodimeros de
espectrina € a digestdo triptica da espectrina apresentou-se normal de acordo com a figura 14 e
tabela 12. Sendo assim, nesta paciente ndo fol identificado o defeito proteico gue conduziu 4
EIH.

Conclusdo: Nio fol wdentificado o defeito proteico.

TABELA 10: Dados hematologicos da paciente 2:

Hb (g/dl)  Reticulécitos (%)  Eliptécitos

Paciente (BAP) 12,0 1.5 -t

TABELA 11: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria

sp/b3 2.1/b3 4.1-+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente  (,88%£0,04 0,24%0,01 0,4240,03 1,13+0,05
Controle  0,95+0,01  0,2440,01 0,38+0,02  0,9430,06
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FIGURA 13: (A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5 - 17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12%. 1 = paciente ¢ 2 = conirole. Note que ndo houve alteragio em
AeB.
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TABELA 12: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestdo triptica da

espectrina.
Dimeros de  Digestdo pela
gspectrina (%) tripsina
Paciente 3,941.9 normal
Controle 9,7+1,9
A B

X
b

FIGURA 14: (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestdio triptica da espectnina. 1 = pacienie e 2 = controle. Nio houve
alteracdo quantitativa de dimeros de espectring, bem como qualitativa na
digestio triptica da espectrina.
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Caso 3:

A paciente 3 (RAN), assim como seu pai ¢ 2 irmds apresentaram eliptéeitos no
esfregago de sangue periférico. Os dados hematolégicos da paciente ¢ membros de sua familia
podem ser observados na tabela 13, A quantificacio densitométrica das proteinas da membrana
eritrocitaria fracionadas em SDS-PAGE foi normal (figura 15 e tabela 14). No entanto,
verificou-se um leve aumento de dimeros de espectrina de acordo com a tabela 15 e figura
16-A. A digestio da espectrina pela tripsina demonstrou um fragmento de 65kDa em
substituicio a0 fragmento de 80kDa que se apresentava quantitativamente diminuido conforme
viste na figura 16-B. _

A amplificagiio por PCR do exon 4 da o-sp utilizando-se os primers descritos na tabela
6 originou um fragmento de 254 pares de base, conforme figura 17-A. Com o produto
amplificado, realizou-se a pesquisa de heteroduplex, aplicando-se o produto em gel de
poliacrilamida em repeti¢io: sem desnaturagiio prévia e com desnaturagio prévia a 95°C por 5
minutos € 65°C por 2 minutos. Observou-se o aparecimento de uma banda com migraco
retardada no propésito, em seu pai e em suas duas irmds, segundo a figura 17-B.

Conclusdo: Spa V65

TABELA 13: Dados hematologicos da paciente 3 e de seus familiares.

Hb (g/dl) _ Reticulécitos (%)  Eliptécitos

Paciente (RAN) 10,3 2,5 bt
Pai (GCN) 14,1 1,5 Ak
Mie (MCN) 12,9 1,4 7}
Irmao (JAN) 14,8 1,4 %2
Irm& 1 (RCN) 12,7 1,2 R s
TmE2 LN) 11,4 1,3 ——
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TABELA 14: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria,

sp/b3 2.1/63  4.1+4.2/b3  4.1/4.2

Paciente (RAN) 1,05 0,22 0,28 1,20
Controle 0,91 0,18 0,28 1,15
A - B

FIGURA 15: (A) SDS-PAGE = Sistemas Fairbanks 3,5 - 17%. (B) SDS-PAGE = Sistemas
Laemmii 12%. 1 = paciente e 2 = controle. Observe que néo houve alteragio
emAeB.
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TABELA 15: Estudo quantitativo de heterodimeros de especirina e digestdo triptica da

espectring.
Dimeros de Digestio pela
espectrina (%) tripsina
Paciente 16,240.,9 al/65/1/80
Controle 8,019
A B

P M

e R R

FIGURA 16: (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestio triptica da espectrina. 1 = paciente, 2 = controle ¢ M= marcador.
Observe gque ocorreu um leve aumento de heterodimeros de espectrina na
paciente em relagio ao controle, sendo o aumento de dimeros devido a
substituicdo do fragmento de 80kDa, que se apresenta quantitativamerte
dimimuido, pelo fragmento de 65kDa.
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FIGURA 17 : {A) Amplificacio pela técnica da PCR do exon 4 da cadeia alfa da espectrina.
M = marcador & x 174; 1 = paciente (RANY; 2 = irmi 1; 3 = irmdo; 4 = pai;
S = mje ¢ 6 = irm& 2. (B) Pesquisa de heteroduplex: M = marcador & x 174.

Produto da amplificagio do exon 4 da o-sp sem desnaturagfio prévia e com
desnaturagio prévia & 95°C  por 5 minutos e 65°C por 2 minutos,
respectivamente: I e 23 Controle negativo; 3 e 4: Paciente; 5 e 6: Irmi I,
7 e 8; Irmio; 9 e 10: Controle negativo; 11 e 12: Pai; 13 e 14: Mie; 15 ¢ 16:
Irmi 2.
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Cuso 4:

O estudo da paciente 4 (OSM) e seus familiares demonstrou que apenas o propésito
apresentava eliptdeitos no esfregaco de sangue periférico conforme tabela 16,

A densitometria das proteinas da membrana eritrocitdria fracionadas em SDS-PAGE
nio demonstrou alteragio (tabela 17 e figura 18). A quantificacio de heterodimeros e a
digestdo triptica da espectrina também foram normais (figura 19 e tabela 18).

Conclusdo: Nio foi identificado o deferto proteico.

TABELA 16: Dados hematologicos da paciente 4 e seus familiares.

Hb (g/dl) Reticuldcitos (%) Eliptécitos

Paciente (OSM) 10,6 1,6 ++
Irmio 1 (JSM) 13,3 - 9
Irmao 2 (JS) 13,9 - &
Filho 1 (MM) 15,4 - %
Fitho 2 (RM) 16,1 - 2%}
Fitha (FM) 12,4 - &
Neta (AM) 12,4 0,4 %
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TABELA 17: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria

sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente (OSM) 1,04 £0,15 0,21£0,03 0,3240,02  1,04%0,17
Controle 1,02+0,12 0,21x0,03  0,34£0,02  1,08£0,07

A B

M- B m

FIGURA 18: (A) SDS-PAGE = Sistema Fairbanks 3,5-17%. {B) SDS-PAGE = Sistema
Laemmli 12%. 1 = paciente e 2 = controle. Note que ndo houve alteragdo em
AeB.
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TABELA 18: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestdo triptica da

espectrina.
Dimeros de Digestio pela
Espectrina (%) Tripsina
Pactente 12,240,6 Normal
Controle 11,5411
A
i 2
T ¥
a 4

FIGURA 1% (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante. {B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestio triptica da espectrina. M = marcador, 1 = paciente e
2 = controle. Nio houve alteracio quantitativa de dimeros de espectrina, assim
como qualitativa na digestdo da espectrina pela tripsina,
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Caso §:

O caso indice 5 (BDF) apresentava eliptécitos em grande quantidade na analise do
esfregaco de sangue periférico, conforme identificado na tabela 19.

O estudo quantitativo das proteinas totais da membrana eritrocitiria por SDS-PAGE,
demonstrou deficiéncia de proteinas 4.1 (tabelas 20 e 21, figuras 20 e 21).

O estudo de heterodimeros de espectrina ¢ digestio da espectrina pela tripsina, foram
normais (figura 22, tabela 22).

Conclusdo: deficiéncia de proteina 4.1

TABELA 19: Dados hematolégicos da paciente.

Hb (g/dl)  Reticulécites (%)  Eliptécitos

Paciente (BDF) 14,3 2,0 -+

TABELA 20: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitdria pelo Sistema
Fairbanks 3,5 - 17%. '

sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente (,9540,05 0,23 0,25 0,71+0,02
Controle 1,030,122 0,1940,01 0,29+0,01 1,184+0,02
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TABELA 21: Estudo quantitativo das proteinas 4.1 e 4.2 através da analise densitométrica do
Sistema Laemmli 12%.

4.1/4.2

Paciente 0,76
Controle 0,95

FIGURA 20: (A) SDS-PAGE = Sistema Fairbanks 3,5 - 17%. (B) SDS-PAGE = Sistema
Laemmii 12%. 1 = paciente ¢ 2 = controle. Note que em A e B, a proteina 4.1
encontra-se quantitativamente diminuida na paciente quando comparada com o

controle.
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FIGURA 21: Densitometria através do Sistema Fairbanks (3,5 - 17%) da paciente (A) e do
controle (B), demonstrando deficiéncia de proteina 4.1 na paciente (A).
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TABELA 22: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina ¢ digestdo triptica da

espectrina,
Dimeros de Digestio pela
Espectrina (%) Tripsina

Paciente 10,4 Normal

Controle 5.5

A B
] 2

-

FIGURA 22: {A) Eletroforese em gel nio-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmili
10%. Digestdo triptica da espectrina. M = marcador, 1 = paciente e 2= controle.
Note gue nfio houve alteragioem A e B,
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Caso 6.

O esfregaco de sangue periférico demonstrou grande niimero de eliptdcitos na paciente
6 {MISL}. Os dados hematoldgicos da paciente e familiares encontram-se descritos na tabela
23

A anslise quantitativa das proteinas totais da membrana eritrocitaria da paciente foi
normal (tabela 24 e figura 23). Por sua vez, o estudo de heterodimeros de espectrina da
paciente, demonstrou aumento de dimeros e a digestdo da espectrina pela tripsina evidenciou a
substituigiio do fragmento normal de 80kDa correspondente 20 dominio I da cadela alfa da
espectrina, por um fragmento de 50-46 kDa, conforme pode ser observado na figura 24 ¢
tabela 25.

Utilizando-se a técnica da PCR, amplificou-se 0 exon 6 da cadeia alfa da espectrina
usando-se os primers descritos na tabela 6, obtendo-se um fragmento de 247 pares de base, o
qual fol sequenciado com o primer antisense . Constatou-se uma mutagio CTG —» CCG em
um alelo no codon 260, responsavel pela permuta do amino4cido leucina pela prolina, como se
verifica na figura 25,

Conclusdo: Sp a1/50-46 devido meutado de ponto CTG —> CCG (leucina — prolina).

TABELA 23: Dados hematolagicos da paciente e seus familiares.

Hb (g/dl) Reticuldcitos (%) Eliptocitos

Paciente (MJSL) 11,2 4.4 oot
Marido 13,6 - &
Fitha (APSL) 13,5 1,5 %)
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TABELA 24: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitéria.

sp/b3 213 4.1+4.2/b3

4.1/4.2

Paciente 1,62+0,06  0,2240,03

0,35+0,03  0,97+0,03
Controie dia 1,05+0,05

0,20£0,02  0,35£0,02  0,99£0,01

A

FIGURA 23: (A) SDS-PAGE =
Laemmli 12%. 1 =
alteracioem A e B.

Sistema Fairbanks 3,3-17%. (B) SDS-PAGE = Sistema

controle e 2 = paciente. Note que ndc ocorreu qualquer
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TABELA 23: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestio triptica da

gspectrina,
Dimeros de Digestao pela
Espectrina (%) Tripsina
Paciente 29,3+0,3 o 1/50-464,1/30
Controle 8.3+0.2
A B

e
N

P P
L g ¥

FIGURA 24: (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestio triptica da espectrina. 1 = paciente, Z = controle e M= marcador,
Note o aumento de dimeros na paciente em A e o aparecimento de um novoe
fragmento de 50-46 kDa, o que provocou a diminuigfio quantitativa do

fragmento de 80 kDaem B.
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FIGURA 25: Sequenciamento do DNA gendmico do exon 6 da cadeia alfa da espectrina,
demonstrando uma mutagdo de ponto: CTG ~> CCG em um alelo do codon 260
{leucina — prolina).
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Caso 7:

A paciente 7 (CARP) e seus dois fithos apresentavam grande quantidade de eliptdcitos
no esfregaco de sangue periférico. Os dados hematoldgicos da paciente e seus familiares
encontram-se na tabela 26.

O estudo quantitativo das proteinas totais da membrana da hemécia demonstrou
deficiéncia de proteina 4.1 na paciente e nos dois filhos (tabelas 27 e 28, figuras 26, 27 e 283

( estudo de heterodimeros de espectrina e sua digestio pela tripsina apresentaram-se
normals {figura 29 e tabela 29).

Conclusioe: Deficiéncia de proteina 4.1,

TABELA 26: Dados hematoldgicos da paciente e seus familiares.

Hb (g/dl) Reticuldcitos (%)  Eliptécitos

Paciente (CARP) 11,1 1,3 4+
Marido {(JRP) 13,0 1,3 &

Fitho (FP) 12,1 1.9 o
Fitha (FP) 11,4 2.5 ++
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familiares pelo Sistema Fairbanks 3,5-17%.

TABELA 27: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitéria na paciente e seus

sp/b3 2.1/b3  4.1+4.2/b3  4.1/4.2
Paciente  0,90+0,01 0224002 0,29+0,01 0,56+0,04
Marido 1,16£0,03  0,2330,01  0,36x0,01  0,85+0,01
Controle  1,0240,01  0,25+0,01  0,36£0,03  0,9840,05
Filtho 0,95 0,25 0,29 0,61
Fitha 1,01 0,23 0,29 0,72
Controle 0,96 0,23 0,35 0,91

Sistema Laemmii 12%.

4.1/4.2
Paciente 0,51
Marido 0,88
Controle 0,80
Filho 0,58
Fitha 0,58
Controle  0,88+0,04
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TABELA 28: Estudo quantitativo das proteinas 4.1 e 4.2 através da analise densitométrica do



FIGURA 26: {(A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5-17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12%. 1 = paciente, 2 = marido da paciente ¢ 3 = controle. Note
diminuigio quantitativa da proteina 4.1 na paciente estudada através dos 2
sisternas (A e B).
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FIGURA 27: (A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5-17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12%. 1= controle, 2 = filho da paciente e 3 = filha da paciente.
Observe diminui¢do quantitativa da proteina 4.1 em ambos os filhos da paciente,

quando comparados com o controle.
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FIGURA 28: Densitometria através do Sistema Fairbanks (3,5-17%) da paciente (A), do
marido (B), do filho (C) ¢ da fitha da paciente (D), demonstrou deficiéneia de
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proteina 4.1 na paciente (A), no filho (C) e na filha da  paciente (D).
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TABELA 29: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestdo triptica da

espectrina,
Dimeros de Digestio pela
espectrina (%) tripsina
Paciente 8.8 Normal
Marido 11,0 Normal
Controle 8,0
A B

FIGURA 29: (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante. (B) SDS-PAGE; Sistema Laemmli
10% . Digestdo triptica da espectrina. M = marcador, 1 = paciente, 2 = marido
da paciente € 3 = controle. Note que ndo houve alteragio em A e B.
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Caso 8:

O caso indice 8 (LESN) ¢ seus pais apresentaram grande quantidade de eliptocitos no
esfregaco de sangue periférico. Os dados hematoldgicos do paciente e seus pais encontram-se
na tabela 30.

A analise das proteinas da membrana das hemacias através de SDS-PAGE - Sistema
Fairbanks foi normal (tabela 31, figura 30-A). No entanto, analisando-se o Sistema Laemmli
12% (figura 30-B) nota-se, no paciente, um aumento quantitativo da proteina 4.1b coerente
com o grande numero de reticuldcitos citado na tabela 30. Este aumento de proteina 4.1b pode
ser evidenciado na tabela 32.

A analise dos heterodimeros de espectrina demonstrou aumento na porcentagem dos
mesmos e a digestdo triptica da espectrina demonstrou o aparecimento de um fragmento de
65kDa no paciente e o desaparecimento do fragmento de 80kDa correspondente ao dominio I
da cadeia alfa da espectrina. Os pais do paciente apresentaram este fragmento de 65kDa e
também o fragmento de 80kDa (tabela 33, figura 31), sugerindo que os mesmos sejam
heterozigotos o V65 kDa e o paciente seja homozigoto.

A amplificago do exon 4 da cadeia alfa da espectrina pela técnica da PCR originou un
fragmento de 254 pares de base (figura 32-A). Os primers utilizados na amplificagio estio
descritos na tabela 6, A pesquisa de heteroduplex demonstrou o aparecimento de uma banda
com migragio retardada apenas nos progenitores do paciente, enquanto que o caso indice
apresentou apenas uma banda. Contudo, a mistura da amostra do paciente com a de um
controle normal, levou a0 aparecimento de uma banda com migragio retardada idéntica iquela
observada em seus pais (figura 32-B).

Conclusdo: Spal/63

87



TABELA 30: Dados hematologicos do paciente e seus progenitores.

Hb(g/dD Reticuldcites (%)  Eliptécitos

Paciente (LESN)™ 7.9 7.9 P
Pai (HMN) 13,5 2,3 At
Mie (MISN) 14,0 18 .

* apresenta poiquilocitose, alguns microesferdcitos, hemacias fragmentadas
e acentuada anisocitose.

TABELA 31: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria.

sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente 0,97 0,26 0,38 1,33
Maie 0,94 0,23 0,36 1,15
Pai 0,98 0,24 0,27 1,17
Controle 0,87 0,20 0,33 1,11

TABELA 32: Estudo quantitativo das proteinas 4.1a e 4.1b através de anélise densitométrica
do Sistema Laemmii 12%.

4,.1a/4.1h

Paciente 0,56
Conirole 2,30
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FIGURA 30: (A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5-17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12%. 1 = paciente, 2 = controle, 3 = mfe do paciente e 4 = pai do
paciente. Note que nio houve qualquer alteragio em A, Através do Sistema B,
observa-se apenas um aumento quatitativo da proteina 4.1b coerente com a
reticulocitose presente no paciente,

89



TABELA 33: Digestio triptica da espectrina.

Dimeros de Digestio pela

espectrina (%) tripsina
Paciente 43,9 o V657 1/65
Mie 41,2 o /650 1/80
Pai 32,6 o 165/ 1780
Controle 22,3
A B

¢
¢t i
o 1

FIGURA 31: (A) Eletroforese em gel nfo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestio triptica da espectrina. M = marcador, 1 = controle, 2 = paciente,
3 = mie do paciente e 4 = pai do paciente. Note 0 aumento de heterodimeros de
gspectring no paciente e em seus pais e o aparecimento do fragmento de 65 kDa -
em subtituicio ao fragmento de 80kDa que se encontra diminuido nos pais e
ausente no paciente, sugerindo que o propdsito seja homozigoto para o defeito
génico que conduziu a substitui¢io do fragmento normal de 80kDa,
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FIGURA 32: (A) Amplificagio do exon 4 da cadeia alfa da espectrina através da técnica da
PCR. M = marcador (J x 174; 1 = paciente, 2 = mfe do paciente e 3 = pai do
paciente. (B) Pesquisa de heteroduplex: M = marcador & x 174, Amplificado do
exon 4 da cadeia alfa espectrina, sem desnaturacio prévia e com desnaturacdo
prévia a 95°C por 5 minutos e 65°C por 2 minutos, respectivamente;
i e X = controle negativo; 3 e 4 = paciente; 3 = paciente + controle; 6 ¢ 7 = mie
do paciente; 8 = mie + controle; ¢ e 10 = pai do paciente; 11 = pai + controle.
Note que a mie e o pai do paciente apresentaram uma banda com migraciio
retardada e que a mesma s6 ocotreu no paciente quando houve mistura com um

controle normal.
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Caso &

Os pacientes A (VRD) ¢ B (AAD) apresentaram grande quantidade de eliptocitos no
esfregaco de sangue periférico conforme pode ser verificado na tabela 34.

Apds 2 coletas em dias diferentes, a analise quantitativa das proteinas da membrana dos
glébulos vermethos através de SDS-PAGE demonstrou o aparecimento de uma banda de
migragio mais lenta do que a alfa espectrina no paciente B (figura 33, tabela 35). A analise
densitométrica das proteinas totais demonstrou uma reducgio da J} espectrina e o aparecimento
de um novo pico (figura 34). A proteina de migraglo lenta fol extraida da membrana segundo
protocolo de extrac@o de espectrina (figura 335). A diminuig8o da (3-sp normal observada pela
densitometria, sugere que esta banda andmala seja uma fracio da §-sp (tabela 36). Tal hipdtese
fot confirmada através da andlise por Wesfern-blotting usando-se anticorpo anti-p espectrina
conforme figura 37.

Ambos pacientes apresentaram aumento de dimeros de espectrina e a digestdo triptica
da espectrina mostrou ¢ aparecimento de um fragmento normal de 80kDa diminuido (tabela 37,
figura 36), surgindo um novo fragmento de 65kDa.

A amplificagio do exon 4 da cadeia alfa da espectrina através da técnica de PCR
demonstrou um fragmento de aproximadamente 254 pb (figura 38-A). Para a amplificacio do
exor 4 da cadeia alfa espectrina destes pacientes foram utilizados os primers descritos na
tabela 6.

Com o produto da amplificagdo, foi realizada a pesquisa de heteroduplex, verificando-se
o aparecimento de uma banda com migragfo retardada nos pacientes A e B (figura 38-B),
sugerindo que o defeito génico que originou o aparecimento do fragmento de 65 kDa seja ¢
mesmo observado nios casos 3 e 8.

Conclusdo:  Paclente A Spo«.y65
Paciente B: Sp aV/65 + cadeia [ espectrina aumentada.
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TABELA 34: Dados hematolégicos dos pacientes A e B.

Hb(g/dl)  Reticuléeitos (%) _ Eliptdcitos

Paciente A (VRD)* 13,4 1,0 i
Paciente B (AAD)** 13,6 1,2 FWS

* gpresenta também poiquilocitose
** apresenta poiquilcitose e hemacias fragmentadas

TABELA 35: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria.

sp/b3 2.1/b3 4,1+4.2/b3 4.1/4.2

Paciente A 1,19+0,01  0,2740,01  0,37£0,03 1,1110,04
1,0240,02 0,27%0,03  0,3640,03 1,0210,03

Paciente B
1,1940,07  0,2730,03 0,37+0,03  1,130,06

Controle
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FIGURA 33: (A) SDS-PAGE: Sistema Farrbanks 3,5-17%. (B) SDS-PAGE: Sistema
Laemmli 12%. 1 = paciente A; 2 = paciente B e 3 = controle. Note que nio
houve alteracio em A e B com a amostra do paciente A, porém na amostra do
paciente B, ocorreu o aparecimento de uma banda anbmala de alto peso

molecular.
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FIGURA 34: Densitometria do paciente A (A) ¢ do paciente B (B) demonstrando ©
aparecimento de uma banda andmala no paciente B e diminuicio da banda

correspondente a B-espectrina.
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TABELA 36: Estudo quantitativo da espectrina nos pacientes A e B (x = banda anémala).

o/B o+%/B o/Prx

Paciente A (,89+0,03
Paciente B~ 1,13%0,03  1,4640,03 0,89+0,02
Controle 0,8740,01

FIGURA 35: Espectrina extraida e aplicada em SDS-PAGE (Sistema Fairbanks 3,5-17%)
mostrando a B-sp alongada no paciente B. 1 = paciente B e 2 = controle.
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TABELA 37: Digestio triptica da espectrina.

Dimeros de Digestio pela
espectrina (%) tripsing
Paciente A 35,0 o 163/ 1/BO
Paciente B 34,5 o V655 1/80
Controle 15,0
A B
1 2 3
1 2 3 3
= o ® » > | |
e 4% ‘

FIGURA 36: (A) Eletroforese em gel nfo-desnaturante. (B) SDS-PAGE = Sistema Laemmli
10%. Digestdo triptica da espectrina. 1 = controle, 2 = paciente A,
3 = paciente B, 3'= eletroforese do mesmo paciente realizada em dia diferente e
M = marcador. Note uma banda dupla correspondente acs heterodimeros de
espectring no paciente B e aumento gquantitativo dos mesmos em ambos os

pacientes ¢ uma diminuigio do fragmento normal de 80kDa e sua substitui¢iio
por um fragmento de 65 kDa nos dois pacientes.

g7



FIGURA 37: Andlise por Western-blotting da proteina andmala detectada no paciente B
{AAD) usando-se anticorpo anti-P espectrina. 1 = paciente A, 2 = paciente B ¢
3 = controle. Note que ¢ anticorpo reagiu com a banda de alto peso molecular

no paciente B,

A
M 11 22

FIGURA 38: (A) Amplificagio do exon 4 do gene da alfa-espectrina através da técnica
da PCR. M = marcador & x 174; 1 = paciente A; 2= paciente B. (B) Pesquisa
de heteroduplex. M = marcador. Amplificado do exom 4 da cadeia alfa-
espectring, sem desnaturagio prévia e com desnaturagdo prévia a 95°C por 5
minutos e 65°C por 2 minutos, respectivamente: 1 ¢ 2 = controle negativo,
3 e 4 = paciente A ¢ 5 e 6 = paciente B.
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Caso 10;

Entre os membros da familia da paciente 10 (MCP), sua mie também apresentava
eliptocitos no esfregago de sangue periférico. Os dados hematolégicos da paciente e seus pais
encontram-se na tabela 38,

A anilise quantitativa das proteinas totais da membrana da hemécia por SDS-PAGE
demonstrou © aparecimento de uma banda com maior mobilidade eletroforética que a beta
espectrina na paciente e sua mide (figura 39, tabela 39). A andlise por densitometria das
proteinas da membrana eritrocitaria demonstrou uma redugdo na B-espectrina normal ¢ um
grande aumento da banda referente a anquirina (figura 40). A diminui¢fio quantitativa da 8-
espectrina sugere que a banda andmala seja derivada da B-espectrina e que tenha migrado
junto & anquirina pelo sistema Fairbanks. Esta hipdtese foi corroborada pela anlise de Western-
blotting usando-se anticorpo anti-§ espectrina (figura 41).

A analise dos heterodimeros de espectrina demonstrou um grande aumento dos mesmos
¢ a digestdo mostrou o aparecimento de um fragmento anormal de 74 kDa derivado do
fragmento de 80 kDa o qual se apresentava diminuido na paciente e em sua mie (tabela 40,
figura 42). Através de Western-blotting usando-se anticorpo anti-ol/80 kDa confirmou-se a
hipatese do fragmento de 74 kDa ser derivado de Sp o /80 kDa (figura 43).

Conclusdo : B-espectrina encurtada com fragmento Sp « V74 kDa
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TABELA 38: Dados hematologicos da paciente 10 e seus pais:

Hb {g/dD) Reticuldcitos (%) Eliptécitos

Paciente (MCP)* 9.5 50 .
Pai (SBP) 13,9 0.7 o
Mie (MAP) ** 12,0 3,1 ++

¥ apresenta também anisopoiquilocitose
** apresenta poiquilocitose, hemécias fragmentadas e numerosos microesferdcitos

TABELA 39: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitiria.

sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/h3 4.1/4.2
Paciente (0,98 0,57 0,37 1,00
Pai 0,90 0,26 037 0,93
Mie 0,78 0,44 0,35 1,02
Controle 1,03 0,27 0,35 0,97
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FIGURA 39: (A) SDS-PAGE: Sistema Fairbanks 3,5 - 17%%. 1 =controle, 2 =pai da paciente,
3 = mie da paciente e 4 = paciente. (B} SDS-PAGE: Sistema Laemmli 12%.
1 = mie da paciente, 2 = paciente, 3 = pai da paciente ¢ 4 = controle. Note
aparecimento de uma banda andmala junto 2 anquirina na paciente ¢ em sua mée
nos sistemas A ¢ B.
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FIGURA 40: Densitometria da paciente {A), de sua mie (B), de seu pai (C) e do controle (D),
demonstrando diminuigdo na banda correspondente 4 B-espectrina e aumento da

M»—-A " i R, W

banda referente 'a anquirina na paciente e em sua mie.
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FIGURA 41: (A) Anilise por Western-blofting da proteina com peso molecular diminuido da
paciente ¢ sua mie, usando-se anticorpo anti-B espectrina. (B) Coloragdo por
azul de Coomassie brithante do gel 6% submetido a transferéncia. 1 = mée da
paciente; 2 = paciente; 3 = controle e M = controle. Note que o anticorpo
reagiu com a banda de baixo peso molecular na paciente e em sua mie.

TABELA 40: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina e digestfio triptica da

espectrina.
Dimeros de Digestiio pela
Espectrina (%) Tripsina
Paciente 43,0 o /745, 1/80
Pai 140 normal
Mie 51,0 o V74 1780
Controle 12,0
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FIGURA 42: (A) Eletroforese em gel ndo-desnaturante, (B) SDS-PAGE: Sistema Laemmilli
10%. Digestdo triptica da espectrina. 1 = pai da paciente, 2 = mie da paciente,
3 = paciente; 4 = controle ¢ M = marcador. Note que a paciente ¢ sua mie
apresentaram grande ntmero de dimeros de espectrina quando comparado com
o pat da paciente ¢ o controle. A digestdo triptica da espectrina demonstrou o
aparecimento de um fragmento de 74 kDa derivado do fragmento normal de
80 kDa que estava diminuido na paciente ¢ em sua mée.
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FIGURA 43: (A) Estudo por Western-blotting usando-se anticorpo  anti-cc V80 kDa,
mostrando que o fragmento anormal era derivado do dominio I da cadeia
a-espectrina; 1 = pai da paciente, 2 = mie da paciente, 3 = paciente e
4 = controle. (B) Coloragiio por azul de Coomassie brithante do gel 10%
submetido & transferéncia. 1 = pai da paciente, 2 = paciente, 3 = mie da
paciente e M = marcador.
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V.2. "Eliptocitose Adquirida"

I - Mielofibrose

O estudo da auto-associag@o de heterodimeros de espectrina foi realizado em seis
pacientes com mielofibrose em que era freqilente o aparecimento de eliptécitos no esfregago de
sangue periférico (tabela 41).

O estudo dos dimeros de espectrina nos pacientes com mielofibrose foi normal
{tabela 42).

TABELA 41: Dados hematoldgicos dos pacientes com mielofibrose analisados.

Pacientes Hb(g/dl)  Reticulécitos (%) Eliptécitos  Dacridceitos

1.ADC. 7,2 1,6 ++ +++
2.A.B. 13,3 - ++ ++
3JAK. 10,9 - L +4+
4 MLR. 9,0 1,7 +t ++++
5L.0. 10,2 - ++ +t
6 AL.S. 2.5 2,1 ERs ++
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TABELA 42: Estudo da auto-associagio de heterodimeros de espectrina nos pacientes com

mielofibrose:
Dimeros (%)
Pacientes Controles
1LADC. 8801 - 77304
AR, 13,1 13,7
3AK. 9.4 10,0
4 MLR. 12,9 13,8
5L.O 15,9 15,3
6.ALS. 12,5 14,7
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2 - Leucemia Mieldide Crénica (LMC)

A anélise de heterodimeros de espectrina em pacientes com LMC, foi feita em sete
pacientes onde apareciam eliptécitos e dacridcitos apds estudo do esfregaco de sangue
periférico {tabela 43).

Um destes pacientes apresentou significante aumento de dimeros em relagiio ao controle
segundo tabela 44 e figura 44.

TABEILA 43: Dados hematoldgicos dos pacientes com LMC,

Pacientes  Hb (g/dl)  Eliptécitos  Dacribcitos

1.G.P, 7,9 A+ et
2.GES. 12,6 ++ ++
ITDN. 9.2 ++ ++
4.C.C. 9,4 +

5MP.J. 13,4 +F +
6.1P.S. 11,2 ++ +
7LRM. 10,1 ++ ot

i08



TABELA 44: Estudo da auto-associagdo de heterodimeros de espectrina nos pacientes com

LMC.
Dimeros (%)
Pacientes Controles

1.0.P, 19,8413 9,612.2
2.GFES. 90 8,0
3TDN 9.3 7.3
4.C.C. 8.3 8,0
SMPBI 148 13,7
6.JPS. 9.4 7,3
71LRM. 9.4 8,0

ALY

FIGURA 44: Eletroforese em gel ndo-desnaturante. 1 = paciente 1 {O.P.) e 2 = controle. Note
aumento de dimeros de espectrina no paciente quando comparado com o

controle.
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3 - Anemia Falciforme

Foi realizado estudo de heterodimeros de espectrina em cinco pacientes portadores de
anemia falciforme. Os dados hematoldgicos destes pacientes estfio expostos na tabela 45,
enquanto gue a andlise dos dimeros pode ser encontrada na tabela 46. Nio houve aumento
quantitativo dos dimeros de espectrina nos pacientes estudados.

TABELA 45: Dados hematologicos dos pacientes com anemia falciforme estudados.

Pacientes Hb (g/dl)  Reticuldeitos (%) Drepandcitos

IM.C.CB, 8,9 2,7 +
2HEB.S 10,1 6,3 5]
IMISA 4,7 7.2 -+
4DAL. 8,6 - At
5.CBS. 7.4 - oot

TABELA 46: Estudo de heterodimeros em pacientes com anemia falciforme,

Dimeros (%)

Pacientes Controles

LM.C.CB. 11,5 8,5
2ZHBS 13,6 13,6
IMISA 10,0 10,5
4D AL 10,0 10,5
S.CBS. 11,7 12,6
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4 - Anemia Megaloblistica

Foram estudados trés pacientes com anemia megaloblastica que apresentavam
eliptocitos e outras alteragBes na morfologia da hemicia (tabela 47).

Nao foram observadas alteragGes quantitativas das proteinas da membrana (tabela 48) e
o estudo da auto-associacdo dos heterodimeros de espectrina também ndo demonstrou
qualquer alteracfio quantitativa nos pacientes analisados, de acordo com a tabela 49.

TABELA 47: Dados hematologicos dos pacientes com anemia megaloblastica.

Pacientes Hb (g/dl)  Reticulécitos (%)  Eliptocites  Dacrifcitos

1.J.LS. 8,9 0,2 &
2D LB. 9,8 1,0 +
3JELP. 5,4 0.2 et +++

i
++
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TABELA 48: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria nos pacientes com
anemia megaloblastica.

Pacientes sp/h3 2.1/b3 4,1+4.2/b3 4,1/4.2
1. JLS. 1,14 3,21 0,35 1,11
Controle 1,06 0,19 0,33 0,97

2. DLB. 1,19 0274001 0,390,001 0,9640,03
Controle 1,1940,09 0,23 0,39£0,03  0,91+0,05
3.JELP. 1,39 0,24 0,35 1,20
Controle 1,35 0,28 0,38 1,17

TABELA 49: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina,

Dimeros (%)

Pacientes Caontroles
1.JLS. 16,6 15,5
2. DLB. 8,9 10,5
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¥ - Anemia Ferropriva

Dentre os cinco pacientes com anemia ferropriva analisados, todos apresentavam
anemia, microcifose e hipocromia moderada & acentuada. Os dados hematologicos destes
pacientes encontram-se na tabela 50,

O estudo das protefnas da membrana eritrocitaria ndo demonstrou alteragdes quali ou
quantitativas em SDS-PAGE (tabela 51), bem como alteracdes nos heterodimeros de
espectrina {tabela 52).

TABELA 56: Dados hematologicos dos pacientes com anemia ferropriva estudados.

Pacientes  Hb (g/dl)  Reticulécitos (%)  Eliptécites  Dacribcitos

LLAS 7,6 0,4 ++ ++
2ZW.CES, 6,2 12,0 ++ ++
3JAPA 8,9 0,5 +t +
41.V.S. 6,0 1,2 Ak ++
SMW. 10,9 1,1 + +

113



TABELA 51: Estudo quantitativo das proteinas da membrana eritrocitaria nos pacientes com
anernia ferropriva.

Pacientes sp/b3 2.1/b3 4.1+4.2/b3 4,1/4.2
1LJAS. 1,00 0,24 0,36 0,89
Controle 1,01 0,23 0,32 0,88

2. W.C.S, (,9240,01 G,24 0,3440,01 0,960,02
Controle 1,04+0,01 0,18+0,01 0,33 0,89+40,01
3.APA 1,03 0,17 0,28 1,10
Controle 0,91 0,18 0,28 1,15

4 L.VS. 0,87 0,27 0,37 1,13
Controle 0,95 G,23 0,40 1,00

5. MW, 1,07 0,21 0,37 0,85
Controle 1,106 0,23 0,36 (0,86

TABELA 52: Estudo quantitativo de heterodimeros de espectrina nos pacientes estudados.

Dimeros (%)

Pacientes Controles

1.1AS. 3.8 12,0
2W.CS. 13,8 12,5
3.APA. 11,3404 10,0438
41.V.S. 6,3 5,0
5MW. 14,0 10,5
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VI. DISCUSSAO



0 presente estudo teve por objetivo caracterizar as alteragdes proteicas da membrana
da hemacia em uma populagBo de pacientes com EIH e outras doencas onde também ha o
aparecimento de eliptdcitos,

Naqueles casos com eliptocitose hereditaria, trés familias apresentaram o fragmento
Spa Y63 duas familias o defeito era Sp o ¥50-46 em uma familia e um paciente houve
deficiéneia de proteina 4.1 e em outra familia, a EIH devia-se¢ a uma B-sp "truncada”. Em
dois casos nfo fol detectado o defeito proteico através da metodologia empregada neste
estudo. As mamfestacdes clinicas variaram desde individuos assintomiticos até com anemia
grave, dependente de transfuséio, embora todos os pacientes apresentassem a forma comum
da EiH.

A gravidade da expressBo clinica depende, entre outros fatores, do nimero de genes
mutantes (Palek, 1987). Quando a EIH é devido a alteragBes na espectrina, a gravidade da
hemolise pode ser correlacionada com as diferengas quantitativas na porcentagem de
dimeros de espectrina (Coetzer et al,, 1987; Palek & Lambert, 1990), bem como com o
conteido total da espectrina na membrana, Os fatores que influenciam estes dois
determinantes incluem diferencas funcionais entre as espectrinas mutantes, a quantidade
relativa ¢ a estabilidade da espectrina mutante e a possibilidade de um defeito genético
sobreposto, envolvendo a sintese de espectrina (Coetzer et al., 1987), como a deficiéncia
parcial de espectrina (Coetzer & Palek, 1986) devido a um defeito de sintese de a-sp
descrito recentemente na PPH (Hanspal et al, 1992). A porcentagem de dimeros de
espectrina também depende da quantidade de espectrina mutante e do grau de disfungio
desta especirina (Palek & Lambert, 1990). Deste modo, em algumas destas espectrinas
mutantes o defeito de auto-associagio é muito leve (Sp o /65y enquanto que em outras é
grave (Sp o U/74) (Palek, 1987). -

Neste estudo, os defeitos na cadeia o-sp nio foram evidenciados pela analise
densitométrica das proteinas totais da membrana em SDS-PAGE. De fato, diferente da B-sp
apenas em uma minoria de pacientes com EIH, a a-sp anormal pode ser detectada baseada
na mudanga de mobilidade eletroforética (Palel, 1991},

Nos dois pacientes com Sp o U50-46 o defeito causou prejuizo na auto-associacio
de heterodimeros de espectrina, expresso por um aumento dos dimeros de 30 %. Em
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ambos 08 ¢asos, a digestio triptica demonstrou também a presenca do fragmento o Ugo,
embora reduzido, sugerindo heterozigoze para o defeito Sp o V/50-46 Este dado foi
confirmado no caso 6 (MISL), pois o sequenciamento do exon 6 da a-sp demonstrou uma
mutacio de ponto (CTG—CCG) em um alelo no coedon 260, responsavel pela troca do
aminojcido leucina pela prolina. Esta substituiciio estd localizada na heélice 3 da terceira
umdade repetida, proxima ao segmento conectante, regiio esta de grande importdncia na
regulagio da fungic (Palek & Sahr, 1992) e na manuten¢do da estrutura da hélice tripla.
Além disso, aparentemente residuos de prolina possuem alta propensio para provocar a
ruptura na aifa heélice (Gallagher et al., 1992). Corroborando esta hipdtese, a maioria das
substituicbes de aminoacidos, descritos na literatura, que originam Sp o V30-462 (n65a
paciente do caso 6) e Sp o V30-46b g por prolina (Palek & Sahr, 1992).
Consequentemente 4 quebra da estrutura helicoidal hd prejuizo na auto-associagdo de
dimeros de espectrina (Tse et al,, 1990). Neste trabatho o defeito o V/50-46 tevou a um
quadro de EiH leve com discreta anemia, provavelmente porque o fragmento preserva a
capacidade de formar fetr@meros de espectrina {Coetzer et al., 1987). Ambos o5 casos
possuiam ascendéncia negrédide, confirmando a observagio de Morlé et al. de que os
defeitos Sp o 1/50-46 550 aparentemente confinados & populaciio negra (Morlé et al., 1990).

Com excecdo da espectrina Barcelona {469 His-Pro) que € a primeira ¢ 1/50-46
(a ou b} descrita em uma familia branca (Venezia et al., 1993}, os defeitos relacionados a Sp
o U50-46 gap heterogéneos ¢ aparentemente confinados a populago negra (Marchesi et
al,, 1987, Sghr et al, 1989, Morlé et al,, 1990; Gallagher et al, 1992; Palek & Sahr,
1992). Os individuos afetados podem ser assintomdticos ou apresentar hemolise grave
requerendo transfusfo de sangue. O grau de deficiéncia de espectrina ¢ o prejuizo na auto-
associagio de espectrina varia amplamente neste grupo de pacientes {Gallagher et al,, 1992).
Qs sitios de clivagens que conduzem & formagio do peptideo de 50kDa envolvem a arginina
256 ou lisina 258 (Sp & V308) que ¢ relativamente comum, distinta de uma forma rara
caracterizada pelo sitio de clivagem na arginina 468 ou arginina 470 (Sp o 1/50b) (Marchesi
et al., 1987, Szhr et al,, 1989; Palek & Sahr, 1992).

Embora um grande nimero de mutagdes associadas 4 EIH e PPH foram identificadas
na regido correspondente a hélice 3 em diferentes repetigies do dominio I da cadeia «-
espectrina, ha descrigio de um caso cuja mutagiio ocorre na hélice 2. A substituigiio do
aminodcido neste caso (207 Leu—Pro), pode romper a conformagdo local da hélice 2,
perturbando a estrutura secundaria dentro da unidade helicoidal e, provavelmente, expondo
a hélice 3 para uma protedlise aumentada (Gallagher et al,, 1892).
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Confirmando dados da literatura, os nossos pacientes heterozigotos para Sp « /65,
todos com ascendéncia negra (casos 3, 8 e 9), eram assintométicos, apresentavam grande
numero de eliptdcitos no sangue periférico (mator que 60 %) e dimeros discretamente
aumentados (caso 3). Por outro lade, o paciente do caso 8 era homozigoto para Sp o /65,
conforme evidenciado pela auséncia do fragmento o I/80 ¢ pela pesquisa de heteroduplex.
Neste paciente, a manifestagdo clinica da EIH era exuberante com transfusdes freqiientes e
necessidade de esplenectomia, Os pais do paciente, primos em primeiro grau, apresentavam
o mesmo defeito proteico na forma heterozigdtica ¢ eram assintomaticos. Este defeito
parece ser 0 mais leve entre todas as muta¢des do dominio I da cadeia a-sp do ponto de
vista clinico e formagdo de dimeros de espectrina (Palek & Sahr, 1992) e aparentemente, a
gravidade clinica ndo € proporcional a quantidade de eritrdcitos anormais morfologicamente,
mas sim & quantidade de heterodimeros formados {(Coetzer et al., 1987). O defeito molecular
que gera este fragmento anormal na espectrina € homogénea, consistindo na duplicagao do
codon TTG no exon 4 da o-sp, com insercBo de uma leucina entre as posicdes 153 ¢ 154
{(de acordo com a nova nomenclatura), na repetigio o 2, com clivagem na arginina 137
(Palek & Sahr, 1992). A gravidade do defeito funcional parece depender da hélice tripla
afetada. Mutagdes localizadas em peptideos diretamente envolvidos no sitio de  auto-
associagio de dimeros de espectrina conduz a completa incapacidade para formar
tetrimeros. Por outro lado, mutagBes localizadas em hélices triplas longe do sitio de auto-
associacio conferem redugfic da afinidade dos dimeros de espectrina, como € observado em
casoes homozigotos para Sp o 1/50-46a o Sp o 1765 (Gallagher et al., 1992). Segundo Sahr
et al, a duplicagiio da leucina em todos os individuos EIH Sp « V65 provavelmente resulte
do fendmeno de pareamento anormal intracromossomal de crométides irmis, durante a
meiose, em regides de seqiiéncias curtas repetidas (Sahr et al., 1990a).

Em 1985, dois grupos independentes descobriram esta anormalidade do dominio I da
cadeia o-sp (Lawler et al, 1985, Lecomte et al,, 1985), O defeito genético desta variante de
espectrina € homogéneo 3 nivel de DNA (Sahr et al, 1988; Sahr et al,, 1990a; Palek &
Lambert, 1990; Palek & Sahr, 1992) e proteina (Palek & Lambert, 1990; Palek & Sahr,
1992). O defeito é relativamente comum na raga negra (Morié et al, 1990; Palek &
Lambert, 1990; Palek & Sahr, 1992), com alta incidéncia no Centro-Oeste da Africa
sugerindo que a mutagio original espalhou-se desta regifo para a Africa do Norte ¢
subsequentenmente para a América do Norte e Eufopa (Sahr et al., 1989). £ portanto,
freqiiente nos negros afficanos e americanos, no norte da Africa (Alloisio et al., 1986;
Tolascon et al., 1993) e recentemente relatada em brancos italianos (Giudice et al., 1992;
Iolascon et al., 1993). A mutagio Sp o l/65 parece ser & mais leve entre todas as mutagdes
do dominio al: a auto-associagiio de heterodimeros de espectrina € somente levemente
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prejudicada e a expressdo clinica € leve (Boivin et al,, 1990; Coetzer et al,, 1990; Palek &
Sahr, 1992). Na forma heterozigética, a EIH ¢ leve mas em homozigoze a EIH pode ter
gravidade moderada (Palek & Sahr, 1992), com anemia hemolitica leve (Boivin et al., 1990;
Coetzer et al,, 1990; Palek & Lambert, 1990; Palek & Szhr, 1992) que freglientemente nio
requer esplectomia (Palek & Lambert, 1990). Hemacias contendo espectrina mutante
apresentam alguma resisténcia & malaria exibindo uma redugdo no crescimento do parasita
{Facer, 1989, Schulman et al., 1990; Palek & Sahr, 1992). E possivel que esta espectrina
mutante, assim como outras mutagOes similares na espectrina, apresentem algum grau de
protecio para & invasio pelo parasita da malaria (Palek & Sahr, 1992).

O paciente AAD (caso 9), além do fragmento Sp o /65 apresentou uma proteina
anormal de alto peso molecular. E provavel que esta proteina seja uma B-espectrina porque
ha uma diminuigBo quantitativa na B-espectrina normal, conforme evidenciade pela
densitometria de SDS-PAGE. Por outre lado, quande a banda an6mala € somada & $-sp
normal, os valores da razo de alfabeta espectrina ficam mais préximos do normal
Recenternente, Johnson et al. (1992) descreveram uma familia com uma B-sp com peso
molecular estimado de 330 kDa mas cuja migragio em SDS-PAGE, semelhante a proteina
observada neste estudo, correspondia a 260 kDa e foi designada Detroit, Egta familia,
assim como o caso 9, também apresentava EIH devido, provavelmente, ao defeito o 1765 ¢
n3o correlacionade com a proteina alongada. A assoclaglo da anemia e eliptocitose com a
B-espectrina alongada fol apenas coincidente. As possibilidades para o aparecimento desta
B-sp incluem: a) uma falha no codon de terminagio; b) uma pré-proteina que nfio cliva
apropriadamente; ¢} um crossing-over meidtico desigual e d) uma falha no mecanismo de
clivagem do RNAm. As mais provéaveis explicacSes seriam wma duplicagio interna no gene
pu pma alteracfio da clivagem do RNA. Uma clivagem anormal, evento que incorporaria
seqUencias de infrons causaria inclusiio do dominio normal expresso somente em tecidos
ndo eritrdides. Uma falha no mecanismo de clivagem normal do RNAm retira seqiiéneias de
exons que sio normalmente excluidos da P-espectrina eritréide mas s@o expressas na $-sp
nic eritroide. A isoforma da espectrina encontrada em musculo € idénfica 4 espectrina
eritréide e as duas s¥o codificadas pelo mesmo gene mas, por clivagem alternativa distinta
nos diferentes tecidos, a P-espectrina muscular ¢ maior na regifio C-terminal, havendo na
carboxila terminal exons adicionais no gene da B-espectrina (Johnson et al., 1992).
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A EHH da familia 10 deve-se provavelmente a uma B-sp "truncada". Segundo a
literatura, a maioria das muta¢Oes na S-sp ¢ identificada com base em sua maior mobilidade
eletroforética em SDS-PAGE (Dhermy et al., 1982; Ohanian et al,, 1985; Pothier et al.,
1987; Eber et al,, 1988; Lecomte et al,, 1992; Yawata et al, 1990; Garbarz ¢t al., 1991a).
Essas mutagdes resultam em $-sp com menor peso molecular, prejuizo na auto-associagdo
da espectrina {Palek & Sahr, 1992) e aumento da susceptibilidade para a protedlise da lisina
48 da cadeia alfa da espectrina com aumento na formagio do peptideo de 74 kDa da a-sp
{Pothier et al,, 1987; Palek & Sahr, 1992), Estes fatos foram observados em nossa paciente
e em sua mie. Naqueles casos com a formacio do fragmento de 74kDa, a auto-associacdo
de heterodimeros de espectrina € gravemente prejudicada (Coetzer et al., 1987) e observa-
se inabilidade dos dimeros em participar da formacio de tetrdmero {Tse et al, 1990). De
fato, tanto a paciente como sua mde apresentaram aproximadamente 50% de dimeros de
espectrina. Em pacientes homozigotos Sp ol/74 kDa, a espectring apresenta perda completa
em se reunir para formar tetrdmeros, acompanhado por uma anemia hemolitica grave,
dependente de transfusfo e s6 parcialmente corrigido por esplenectomia (Palek & Lambert,
19903

Os defeitos que originam o fragmento ol/74 pertencem a um grupo heterogéneo de
mutaghes envolvendo a cadeia o ou [ da espectrina (Palek & Lambert, 1990); € encontrado
em brancos, negros, arabes e melanésios (Palek & Sahr, 1992} e resultam em anormalidades
na regido da "cabega" do dimero de espectrina (Morlé et al, 1990). A deteccdo destas
mutacGes fornece uma base para o modelo de auto-associacdo da espectrina no qual a Gitima
unidade repetida da f-sp situa-se em justaposicfo direta com a primeira hélice da ¢-sp (Tse
et al, 1950; Palek & Sahr, 1992), Consequentemente, mutagBes nesta regifio auxiliam na
desestabilizacdo do sitio de clivagem lisina 48 (resultando no peptideo de 74 kDa) (Palek &
Sahr, 1992).

A andlise proteica da membrana eritrocitéria nos pacientes dos casos 5 e 7
demonstrou uma diminuicdo quantitativa na proteina 4.1. Esta redugio parcial da proteina
4.1 sugere a forma heterozigdtica, que costuma estar associada & EIH leve (Palek, 1991;
Palek & Sahr, 1992) com auséncia de sinais e sintomas (Alleisio et al,, 1985b). Embora a
deficiéneia de proteina 4.1 seja mais fregliente na Africa do Norte (Palek, 1991; Palek &
Sahr, 1992), a deficiéncia parcial desta proteina ja foi descrita em varias familias da Franga e
Estados Unidos {Conboy, 1993). A paciente do caso 5 possui ascendéncia paterna e materna
italiana, enquanto que a paciente do caso 7 apresenta ascendéncia materna italiana e paterna
alemd. Neste tltimo caso, fica evidente a heranga autossdmica dominante pela transmissio
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do defeito para dois fithos. Esta {ltima paciente, diferente do caso 5, apresenta
esplenomegalia com histéria de anemia ha muitos anos. Assim, é possivel que os defeitos
que levaram a deficiéncia de proteina 4.1 nas pacientes 5 € 7 sejam diferentes do ponto de
vista molecular, determinando, consequentemente, manifestacBes clinicas distintas (Palek,
1691; Palek & Sahr, 1992},

Através da metodologia empregada neste trabatho nfio foi possivel detectar o defeito
nos casos 2 e 4. Talvez nestas pacientes, o defeito esteja na glicoforina ou outra proteina
cuja alterag8o ainda ndo foi descrita.

Analisando-se os dez casos estudados, verificamos que seis destes pacientes, cinco
negroides e um caucasoide, apresentaram defeito na @ ou B-sp e na auto-associagio de
dimeros de espectrina. Tais observa¢Ses condizem com a literatura, onde anormalidades na
cadeia o ou B da espectrina envolvendo a auto-associacio de heterodimeros de espectrina
séo encontrados em 60% dos pacientes com EIH, a maioria da raga negra (Palek, 1991).

Ha muito se reconhece alteracSes da forma de hemdcias como eliptocitose,
dacriocitose, fragmentagio de hemécias ¢ outras, em doengas adquiridas como anemia
ferropriva, anemia megalobldstica, leucemia mieldide crénica (LMC) e mielofibrose
(Djaldetti et al., 1984; Bull et al., 1990; Lichtman, 1990b).

O estudo da auto-associagdo dos heterodimeros de espectrina em treze pacientes
com sindromes mieloproliferativas (seis com mielofibrose e sete com LMC) e varidvel
quantidade de eliptdcitos e dacriocitos no sangue periférico, demonstrou o aumento de
dimeros em apenas um individuo com LMC.

No relato de Basu et al {1988) foi demonstrado, através do fracionamento da
gspectrina em Sepharose-4B, uma diminuicio de tetrdmeros de espectrina em cinco
individuos com LMC, Assim ¢ possivel que outros fatores como a reorganizacio de outras
proteinas do citoesqueleto incluindo a anquirina, proteina 4.2 e banda 5 e a posstvel
distribuigio e/ou mobilidade topografica alterada da banda 3 (Basu et al, 1988) efou a
diminui¢do (Kundu et al,, 1991; Cohen & Gascard, 1992) ou aumento (Basu et al,, 19388) de
interagio espectrina-actina-proteina 4.1 também contribuam para a formag#o de eliptécitos.
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E importante lembrar que o paciente com diminuigio de tetrimeros de espectrina
apresentava uma quantidade ndo significativa de eliptocitos no esfregago de sangue
periférico (cerca de 2 %), enquanto que nos outros pacientes com LMC e mielofibrose
estudados, com nimero igual ou moderado de eliptocitos (entre 5 a 10 % ou até maior que
1G %), os dimeros estiveram normais, sugerindo, assim como na ElH, que a quantidade de
eliptocitos presente ndo seja o fator principal na identificagio de um defeito na auto-
associagio dos dimeros de espectrina.

Tanto na anemia megalobldstica como na anemia ferropriva, nenhum dos
pacientes apresentou defeito na auto-associago de heterodimeros de espectrina ou alteracido
quantitativa das proteinas totais da membrana eritrocitdria, apesar da quantidade de
eliptdeitos nos pacientes ser razoavel (entre 2 a 10 %). Liu & Palek (1984) verificaram que
a presenga de moléculas de hemoglobina aumenta a auto-associagio dos heterodimeros de
espectrina nos eritrocitos humanos. A inibiglo da transformagio de tetrimeros de espectrina
para dimeros € atribuida & hemoglobina intracelular, desde que a adi¢fio de hemoglobina em
membranas isoladas ou extrato de espectrina bloqueia a conversfo de tetrimeros para
dimeros, estabilizando a espectrina no estado tetramérico. A promogio da intera¢do dimero-
dimero de espectrina pela hemoglobina, por sua vez, aumenta a estabilidade estrutural do
esqueleto da membrana. Proteinas que sfo carregadas positivamente (por exemplo
citocromo ¢ ou hemoglobing) podem se ligar e neutralizar as cadeias de espectrina
carregadas negativamente. Isto provavelmente diminue a carga de repulsio entre 05 grupos
da cabeca e estabilize a associagio dimero-dimero de espectrina. Contudo, este efeito
eletrostatico da hemoglobina sobre a espectrina foi notavelmente reduzido sob condigdes
isoténicas. Assim, é provavel que este defeito, exerga um papel secundério na promogio da
associagio de dimero-dimero sob condiges fisiclogicas (Liu & Palek, 1984).

Também em cinco pacientes com anemia falciforme, ndo observamos aumento de
formacfo de dimeros de espectrina. Hé evidéncias de gue perdas da membrana exercem um
papel na patogénese da doenga. Em certas circunstincias, a polimerizaciio intracelular
conduz & saida de potassio, acompanhada da perda de dgua. Ha aumento na concentracio
intracelular da hemoglobina, que acelera a razdo na qual a polimerizag¢8o pode ocorrer. Este
circulo vicioso pode conduzir 3 formac8o das células irreversivelmente falcizadas ( CIF )
(Ingram, 1986). Um rearranjo dos lipidios da membrana durante o processo de falcizagio,
sugere uma reorganizacdo permanente dos lipidios na membrana das CIF (Chiu et al., 1979).
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Entretanto, a extrema anormalidade da forma das CIF ndo pode ser explicada apenas pela
polimerizagdo da hemoglobina ou por anormalidade na membrana lipidica. A mudanca na
forma reflete um rearranjo das proteinas de membrana (Ingram, 1986; Lux et al, 1976). O
citoesqueleto (espectrina, actina e proteina 4.1) torna-se irreversivelmente deformado
(Ingram, 1986). Por outro lado contradizendo hipdteses anteriores, a fosforilagio da
espectrina em hemécias SS € normal. (Johnson et al., 1986).

Apés a ocorréncia repetida do fendmeno de falcizagio e "desfalcizacio", a heméacia
desenvolve espiculas terminais (Ingram, 1986; Lin & Derick, 1992). A fragmentagio destas
espiculas formadas principalmente de banda 3, mas ndo de proteinas do citoesqueleto como
a espectrina, conduz A perda da membrana do eritrdcito (Ingram, 1986; Liu et al, 1991).
Esta perda da membrana pode estar associada com a formagdo das CIF (Allan et al., 1982),

As hemacias falciformes sfo mais suscetiveis a lesdo oxidativa que a hemacia normal.
Esta anormalidade pode ser devido a perda da integridade estrutural da membrana
acompanhando o evento de falcizagiio € aumento da taxa de geragfo de radicais na Hb §
{Chin & Lubin, 1989). Os agentes oxidantes podem oxidar a2 membrana e também lesar a
anquirina. A maior geracio de radicais livres nas hemdcias falciformes pode interferir com a
igacBo espectrina-anquirina por les@io oxidativa na anquirina proximo ao sitio de ligacdo
com a espectrina (Platt et 2l 1985). Na hemdcia falciforme, a proteina 4.1, normalmente
associada a glicoforina, possui uma menor capacidade de ligagio com a membrana e a banda
3 apresenta menor nimero de sitios de ligagdo de alta afinidade da anquirina (Hebbel, 1991).

A deformac8o irreversivel da célula esta associada com um rearranjo do esgueleto
através da dissociacio de tetrimeros de espectrina para dimeros e uma subsequente
reassociagdio de dimeros para tetrAmeros na nova configuracio (deformada). Estes achados
podem explicar uma estabilizagBo permanente de células irreverstvelmente falcizadas em sua
forma anormal "in vivo" (Liu & Derich, 1992; Liu et al, 1993). Assim, ¢ possivel que a
auséncia de alteragio na quantidade de dimeros de espectrina, observada em nosso estudo,
decorra de um equilibrio SpT->8pD normal, apés o rearranjo do esqueleto.

Os resuitados encontrados neste estudo demonstram pela primeira vez as
anormalidades moleculares da EIH na populagio brasieira. Os dados apresentados
coincidem com aqueles observados em estudos nos Estados Unidos e Europa, onde 60%
dos pacientes com EIH apresentam anormalidades na cadeia o ou B da espectrina
envelvendo a regifio de auto-assoctagiio de heterodimeros de espectrina. Em 20% dos
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pacientes, todos de origem italiana, 2 EIH foi conseqiiente de deficiéncia de proteina 4.1.
Embora esta deficiéncia seja mais freqiénte em negros, foi também descrita em familias
francesas. Nos demais casos nfo foram detectados os defeitos proteicos que conduziram &
EIH sugerindo que possam ser provocados por anormalidades de glicoforina ou outras
proteinas.

O presente trabalho detectou também duas B-espectrinas com mobilidades
eletroforéticas alteradas. A f-sp "truncada” detectada no presente estudo, provavelmente é
menor que as descritas nos seis casos relatados anteriormente. Por outro lado, a B-sp
alongada representa o segundo caso da literatura e ambas apresentam a mesma mobilidade
eletroforética. '

A auto-associagio dos heterodimeros de espectrina apresentou-se alterada em um

caso de LMC, mas foi normal em individuos com anemias carenciais, anemia falciforme e
mielofibrose.
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VII. RESUMO



No presente trabalho foram analisados 10 pacientes com EIH e seus familiares
através do estudo das proteinas totais em SDS-PAGE (Sistema Fairbanks 3,5-17% e
Sistema Laemmli 12%), estudo da auto-associagio de heterodimeros de espectrina e
digestfio triptica da espectrina. Seis destas familias apresentaram defeito na auto-associagio
dos heterodimeros de espectrina, sendo dois casos de Spa U50“46, trés familias com Sp o
V656 uma familia com uma B-espectrina encurtada, conforme evidenciado por técnica de
western-blotting com anticorpo anti-B espectrina. Numa das familias com Sp o Y65, um dos
pacientes apresentou também uma B-espectrina alongada, mas esta associagio nio
determinou maior gravidade da doenga ou aumento dos dimeros de espectrina. Uma familia
¢ um paciente apresentaram deficiéncia de proteina 4.1 e em dois casos nfio foi possivel
detectar, pela metodologia empregada, o defeito proteico.

Nos pacientes Sp o V65 kDa a pesquisa de heteroduplex apds a amplificagio do
exon 4 do DNA gendmico da cadeia alfa da espectring demonstrou o aparecimento de uma
banda com migraglo retardada nas trés familias estudadas sugerindo a duplicagdo do
codon TTG. Em uma paciente Sp o /50-46 pa o sequenciamento do exen 6 da cadeia
o-5p mostrou uma mutagio de ponto CTG 1 5 CCG PO em um alelo no codon 260.
Este € o primeiro estudo das alteragBes proteicas da EIH na populagio brasileira. A
B-espectrina alongada observada neste trabalho € o segundo caso descrito na literatura
enquanto que a P-espectrina "truncada” €, provavelmente, a menor f3-sp j& descrita.

O estudo da auto-associagho dos heterodimeros de espectrina foi também levado a
efeitc em 26 pacientes com doengas cujo aparecimento de eliptocitos no esfregaco de
sangue periférico era freqiiente (7 LMC, 6 mielofibrose, 5 anemia ferropriva, 3 anemia
megalobléstica e 5 anemia falciforme). Destes, um paciente com LMC apresentou aumento
de dimeros de espectrina sugerindo, neste caso, um prejuizo na auto-associacio de
heterodimeros de espectrina,
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VI, SUMMARY



The aim of this work was to study the protein defects in Hereditary Elliptocytosis
(HE} in a brazilian population and to analyse the self-association of spectrin in patients
without HE whose elliptocytes are frequently observed. Red cell membrane of ten patients
with HE and their relatives were investigated by SDS-PAGE (Fairbanks' system 3,5-17%
and Laemmli's system 12%), by non denaturing gels for spectrin heterodimer self-association
study and by the tryptic digestion of spectrin. Six families presented a defect in the spectrin
self-association: two had Sp o I30-46 three with Sp o 1765 and one with a "truncated”
B-spectrin as observed by western-blotting using anti-B espectrin antibody. In one family
with 5p & 63 one patient presented also a elongated B-espectrin but this association did
not increase the amount of spectrin dimers or the clinical severity of the disease. One family
and one patient presented a deficiency of protein 4.1 and in two families, the protein defect
was not detected by the approach used in this study.

In the Sp o V63 kDa patients, the analysis of heteroduplex affer amplification of
exon 4 of the genomic DNA for the o-spectrin chain revealed the appearance of a slower
migrating band In the three families studied suggesting the duplication of codon TTG. In one
patient with Sp oo I/30-46 ¢Da the sequencing of exon 6 of the c-sp chamn showed a point
mutation CTG lew — CCG pro in an allele in codon 260,

As far as we know, this is the first study of red cell membrane in hereditary
elliptocytosis in a brazilian population. The elongated B-spectrin observed in this study is the
second case described in the literature and the truncated B-spectrin probably corresponds to
the smaller (3-sp already described.

The study of the spectrin heterodimer self-association was also performed in 26
patients with diseases in which elliptocytes are frequently observed in peripheral blood
smears (7 CML, 6 myelofibrosis, 5 iron deficiency anemia, 3 megaloblastic anemia and 5
sickle cell disease). Only one patient with CML had increased levels of the spectrin dimer,
which suggested a defect in the spectrin heterodimer self-association,
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