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Resumo

O eritrécito humano contém uma tirosina quinase associada & sua membrana que
fosforila a banda 3. O sitio de fosforilagdo tem sido identificado preferencialmente na
tirosina 8, no N-terminal da banda 3, mas também na tirosina 21 e, essa regifio tem sitios
de ligacio com alta afinidade por vérias proteinas periféricas inclumdo hemoglobinas,
hemicromos e enzimas glicoliticas. Muitas das fungdes das proteinas sfo controladas por
sucessivas modificagBes reversiveis como seu estado de fosforilagiio. A fosforilagdo do
dominio citoplasmatico da banda 3 do eritrécito humano purificado, por uma proteina
tirosina quinase, resultou na inibigio da ligagiio com aldolase, G3PD, fosfofrutoquinase e
hemoglobina e ativagio de glicolise.

No presente estudo, examinamos o grau de fosforilagdo da tirosina da banda 3 em
34 pacientes com hemoglobinopatias: 15 com anemia falciforme, 6 com Sf talassemia, 6
com hemoglobinopatia SC ¢ 7 com P talassemia. Para esta avaliagdo fot utilizada a técnica
de immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina. No grupo de pacientes com doencas
falciformes, a fosforilagdo aumentou de 2 a 10 vezes comparada com a fosforilagio do
controle normal (S8=7.842.7 vezes; SC=3.8+1.3 vezes; Sf= 5.242.0 vezes). No grupo de 3
talassemia a fosforilagdo também aumentou (Ptal=4.313.7 vezes), mas nesse grupo 3
pacientes apresentaram fosforilagéo da tirosina da banda 3 préximo do nivel apresentado
pelo controle normal(1, 1.5 and 1.7 vezes). No entanto, ndio houve diferenga significativa na
fosforilagdo da tirosina da banda 3 entre os varios grupos testados, exceto quando
comparamos a fosforilagio em hemacias intactas de pacientes com anemia falciforme(SS) e
pacientes com hemoglobinopatia SC (U=6, p<0.02).

As conseqiiéncias do aumento da fosforilagiio em tirosina em hemoglobinopatias
ainda nfio estdio claras, mas além da estimula¢do da glicdlise, é possivel uma ligacéo
inadequada da banda 3 com anquirina, com instabilidade do esqueleto. Os mecanismos

desta lesdo necessitam de maior investigagio.
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Introducio

O eritrécito € descrito como uma célula funcionalmente simples, no entanto,
apresenta varios aspectos estruturais € funcionais exiremamente complexos. A membrana
eritrocitdria € constituida por fosfolipides, colesterol ndo esterificado e glicolipides,
arranjados na forma de camada dupla, onde estdo distribuidos de forma assimétrica canais
protéicos transmembrana e receptores ( Schrier et al, 1985; Delauney et al, 1990; Gallagher et
al, 1990; Palek et al, 1991; Palek et al, 1992). As proteinas da membrana do eritrécito sio
basicamente divididas em duas classes: integrais ¢ periféricas. As integrais, representados por
banda 3 e glicoforinas, por definigfio, t&ém uma porgéio central hidrofébica que interage com os
lipideos da bicamada lipidica e, na maioria das vezes, essas proteinas assumem orientagdo
transmembrana. O citoesqueleto eritrocitario se localiza logo abaixo da bicamada lipidica ¢ €
constituido basicamente de espectrina, anquirina, filamentos curtos de actina, tropomiosina,
aducina e proteinas 4.1, 4.2, 4.9 ( Schrier et al, 1985; Delauney et al, 1990; Gallagher et al,
1990; Palek et al, 1991; Palek et al, 1992; Goodman et al, 1988) (Fig. 1).

Essas proteinas sustentam cerca de 60 % da bicamada lipidica através de ligagdes
entre: anquirina ¢ banda 3; proteina 4.1 e glicoforina A; proteina 4.1 ¢ glicoforina C;
interagfio direta da espectrina e proteina 4.1 com cargas negativas dos lipides. Além das
interagdes verticais as proteinas fazem interagdes horizontais entre §§ espectrina e anquirina,;
gspectrina- actina- proteina 4.1,essa ultima formando o complexo juncional. As proteinas da
membrana do eritrocito sdo designadas numericamente de acordo com sua mobilidade
relativa quando submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil- sulfato de sodio
(SDS-PAGE) ( Schrier et al, 1985; Delauney et al, 1990; Gallagher et al, 1990, Palek et al,
1991; Palek et al, 1992).

Alguns defeitos do eritrocitos se devem a presenga de hemoglobinas anémalas,
que podem ser subdivididas em duas grandes classes: as estruturais ¢ as por deficiéncia de

sintese (talassemias). As hemoglobinopatias estruturais caracterizam-se por altera¢des na

6 glu-sval

estrutura da fragdo globinica e as de principal importéncia séo as HbS (o2, ) com

alteracdo molecular derivada da substituicio de um residuo de 4cido glutdmico por um de

6 glu—lys

valina na posigéo ¢ da cadeia 3 e, HbC (0232 ) com alteragdio de um residuo de dcido
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glutdmico por um de lisina também na posigiio 6 da cadeia B. As talassemias representam a
depressfio geneticamente condicionada da sintese de um ou mais tipos de cadeias peptidicas
da hemoglobina. As interages entre HbS ¢ f talassemia também ocorrem e sfo resultado da

miscegenagdo de populagdes.

O citoesqueleto € essencial na manutengfio da forma bicdncava e na flexibilidade
da hemdcia e, conseqiientemente para sua sobrevivéncia na circulagdo. HbS possui tendéncia
a polimerizar e pré-disposiciio para desnaturar e catalisar produgfio de agentes oxidantes.
Como conseqiiéncia, eritrocitos contendo HbS apresentam alteragdes na flexibilidade, na
permeabilidade a0 Ca®*, na assimetria lipidica, na estrutura esquelética, na distribuigio de
cargas da superficie e na afinidade por anticorpos autélogos (IgG) (Mc Curdy, 1969; Lux et
al, 1976; Mc Curdy & Sharma, 1978; Eaton et al, 1978; Hebbel et al, 1980; Saklai et al, 1981,
Lubin & Chiu, 1981; Fukuda et al, 1981; Petz et al, 1984; Platt et al, 1985; Green et al, 1985;
Hebbel, 1985) .
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Tropomiosing —ex
Proteina 4.1 :
! ctrina

Anguirina

Proteina 4.2 |
Banda3  Glicofarina A

Fig. 1- Esquema representativo da disposigao das proteinas integrais e periféricas na
membrana eritrocitaria. Entre as proteinas integrais fazem parte a banda 3 e glicoforinas e, as
periféricas entre outras estdo a espectrina, anquirina (proteina 2.1), proteinas 4.1 e 4.2, actina

(proteina 5) e tropomiosina (Goodman et al., 1988).
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A incubagio da hemacia com **P, sob condi¢des que induzem 2 geracfio de 2 P -
Adenina trifosfato (*°P-ATP) intracehular, resulta na incorporagéio de *2P em todas as proteinas

da membrana esquelética, exceto actina (Cohen & Gascard, 1992).

Numerosos estudos in vifro de fosforilagdo de membranas isoladas ou em células
intdctas t€ém sugerido que a2 membrana de eritrocitos falcizados tém um nivel anormal de
fosforilagdo de proteina comparado com membranas normais (Beutler et al.,1976; Hosey & Tao,
1976; Dzandu & Johnson, 1980; Cohen & Gascard, 1992; Johnson & Dzandu, 1992). A
fosforilacdio da espectrina esta reduzida, enquanto a fosforilago na banda 3 e na regifio das
bandas 4.5 ¢ 4.9 esta aumentada (Apovo et al, 1989). No entanto, a fosforilagiio em tirosina tem
sido pouco estudada. Considerando os aspectos fisiologicos envolvidos na
fosforilagio/desforilagdo, ha evidéncias de que ocorram alteragdes nas propriedades funcionais
das proteinas da membrana eritrocitdria causadas pela fosforilagio das mesmas (Cohen &
Gascard, 1992).

O processo de fosforilagdo de residuos de aminoécidos de proteinas da membrana
eritrocitaria se da pela transferéncia de grupos fosfatos do ATP catalisada por proteinas quinases
(Yannoukakos, 1991). As proteinas fosfatases, por sua vez, realizam o processo inverso, ou seja,
a desfosforilagio. Muitas fungGes das proteinas sio controladas por modificagGes reversiveis em
suas cadeias laterais como seu estado de fosforilagido. O eritrécito humano contém um ntimero
bem caracterizado de proteinas quinases que podem ser citosolicas ou associadas a membrana e,
em alguns casos, translocar do citosol para a membrana por ativagio. Dentre as principais
quinases eritrocitarias estdo proteina quinase C, que fosforila aducina, proteina 4.1, proteina 4.9
(Cohen & Foley, 1986); caseina quinase, que fosforila f espectrina, banda 3 (ligada a membrana
e citosolica), proteina 4.1, proteina 4.9 (Hosey & Tao, 1977; Cohen & Foley; 1986); proteinas
quinases dependentes de AMPc (PKAs), que fosforilam o espectrina, anquirina, aducina,
proteina 4.1, proteina 4.9 ( Fairbanks & Avruch, 1974; Fairbanks et al, 1983; Cohen & Foley,
1986) ¢ proteinas tirosina quinases, que fosforilam especificamente residuos de tirosina

(PhanDinh Twy et al, 1985; Vasseur et al, 1987).

Fosforilagdo de proteina nos residuos de tirosina tem sido implicada na regulagiio do

crescimento normal assim como no conjunto de transformagdes celulares. Um dos aspectos mais
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intrigantes das proteinas tirosina quinases celulares (PTKs) € sua presen¢a nas células ausentes
de nucleos na diferenciagfio terminal e nfo passar por divisdo nem diferencia¢iio como os
eritrocitos (Dekowski et al.,1983; Harrison et al, 1991). Eritrocitos humanos contém uma
tirosina quinase ligada 4 membrana que € aparentemente especifica para o transportador de 4nion
transmembrana, banda 3 (Mohamed & Steck, 1986). A proteina banda 3 ¢, entdo, fosforilada em
residuos de serina ¢ treonina por caseinas quinases citosdlica ou ligada & membrana, enquanto os

residuos de tirosina so fosforilados por tirosina quinases (Yannoukakos et al, 1991).

A banda 3 pertence a familia de trocadores de dnions e é também conhecida como
anion exchanger 1 (AE1); € a proteina predominante da membrana eritrocitéria a qual atravessa
12 a 14 vezes através da bicamada lipidica. Apresenta aproximadamente 1,2 x 10° copias/ célula
¢ contém 911 amino 4cidos. AE! tem duas principais estruturas dominantes que apresentam
fungdes distintas: o C-terminal, com cerca de 55 kDa, localizado no dominio da membrana é
responsavel pela mediagéo do transporte dos dnions CI/HCO;™ que aumenta por volta de cinco
vezes o total de CO, carreado pelo sangue e, o N-terminal, com aproximadamente 43kDa,
localizado no dominio citopldsmatico unindo a banda 3 as demais proteinas do citoesqueleto
(Alper, 1991). Regides da banda 3 sfio fosforiladas pela agfo da tirosina quinase endégena:
tirosina 904, tirosina 359, tirosina 21 e tirosina 8. A seqiiéncia de amino acidos Glu-Glu-Leu-
Gln-Asp-Asp-Tyr-Glu-Asp-Asp, na regido do N-terminal, contém a tirosina 8 e é o sitio
prevalente de fosforilacio (Dekowski et al., 1983). Apesar de varios estudos neste sentido, ainda
continua obscura a funcio fisiologica dessa reagBo na membrana do eritréeito (Yannoukakos et
al, 1991). Uma possivel conseqiiéncia da fosforilagio da banda 3 seria uma redugfio na
capacidade de ligacfio da banda 3 de hemacias falciformes com a anquirina (Platt & Falcone,
1995). A regido do dominio citoplasmatico onde esta localizado o N-terminal da proteina possui
sitios de alta afinidade para varias proteinas periféricas como enzimas glicoliticas (aldolase,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfofrutoquinase lactase desidrogenase) (Murthy et
al ,1981; Tsai et al., 1982; Jenkins et al.,, 1985) hemicromos (Waugh & Low, 1985) e
hemoglobina (Walder et al., 1984; Chétrite & Cassoly,1985; Harris & Winzor, 1990). As
glicoforinas podem interagir com banda 3 para formar particulas intramembrana (Schrier, 1985;
Harrison et al, 1991); porém, glicoforinas e fosfolipides contribuem para diminuir a afinidade da

hemoglobina pela membrana eritrocitaria, determinando wma intera¢fio de baixa afinidade
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A fosforilagdo do dominio citoplasmatico purificado da banda 3 do eritrdcito
humano por uma proteina tirosina quinase (PTK) resulta na inibigdo da ligagiio da hemoglobina
e de enzimas glicoliticas (Low et al., 1987). Entéo, ¢ possivel que a PTK no eritrécito humano

regule a glicélise através da fosforilagio da Tyr da banda 3.

O Fe (CN)¢™ ¢ um oxidante leve que intensifica a glicélise na hemécia e aumenta a
fosforilagiio da banda 3 (Harrison et al., 1991). Esse aumento da fosforilacio ocorre também
quando o peptideo € exposto a ImM de perdxido de hidrogénio ou 25 uM de diamina (Harrison
et al,, 1991). Harrison et al (1991) sugerem que oxidantes leves inibem a fosfatase com ativagiio
da tirosina quinase da banda 3. No entanto, a fosforilagdo de fosfoproteinas pode ser inibida por
concentragdes elevadas de N-etilmaleimida, um oxidante de grupamentos sulfidricos (Kanner et
al, 1992).

A hemoglobina normal sofre auto-oxidagio produzindo radicais livres, e
hemoglobinas anormais encontram-se em condi¢8es de maior estresse oxidativo. O excesso de
radicais livres gerados pela auto-oxidagiio de hemoglobina S para metahemoglobina caracteriza
uma das causas da lesdo de membrana de hemécias falciformes (Hebbel et al, 1982). Eritrécitos
falcizados tém abundante desnaturagfio de hemoglobina S na forma de corpos de Heinz que
formam agrupamentos com a banda 3, anquirina e glicoforina (Shaklai et al, 1981; Waugh et al.,
1986; Schiuter & Drenckhahn, 1986; Waugh et al, 1987) com aumento da deposi¢io de
imunoglobulina na membrana da hemaécia (Hebbel & Miller, 1984; Waugh et al., 1986; Waugh
et al, 1987; Petz et al, 1984). No entanto, a relago entre essa ligacio anormal e a banda 3

fosforilada em tirosina € desconhecida.

Assim, a auséncia de dados na literatura nos conduziu a este estudo que tem o

objetivo de verificar a fosforilagio em tirosina da banda 3 em hemoglobinopatias hereditarias.
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Obijetivo

O presente trabalho teve por objetivo:

Avaliar por immunobloiting com anticorpo antifosfotirosina a fosforilagiio em

tirosina da banda 3 em pacientes com [} talassemia intermedidria e doengas falciformes.
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Pacientes

Foram estudados 34 pacientes atendidos no Hemocentro da Unicamp, sendo 15 com

anemia falciforme, 6 heterozigotos SC, 6 interagdes SP, 5 P talassemias intermediarias € 2 §

B talassemias. Todos os pacientes eram clinicamente estaveis ¢ o diagnostico das

hemoglobinopatias foi baseado em dados clinicos, familiares e laboratoriais, incluindo

eletroforeses em acetato celulose em pH 8.9 e em gel de dgar em pH 6.2, o teste de

solubilidade e a estimativa de HbF e HbA, (Weatherall & Clegg, 1981). Os pacientes nfio

haviam recebido transfusdo nos fltimos quatro meses e concordaram voluntariamente com

0s procedimenios adotados apds explicacdes dos mesmos. O estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica do Hospital da Universidade Estadual de Campinas. Foram usados como

controles 10 individuos normais e 1 paciente com esferocitose hereditdria.Dados clinicos e

hematolégicos desses pacientes estdio na tabela 1.

Tabela 1-Dados clinicos e hematoldgicos dos participantes deste estudo:

SC (n=6) | 31.8+109 | 114+18 | 274£35 | 829488 | — | 15:08
Btal(n=7) | 30.6£9.0 | 77413 | 229421 | 70.6+62 | 3.5£22 | 47.0:34.1
HS(n=1) | 5 | 88 2 | 9 23 13

11
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Materiais e Métodos

4.1 MATERIAIS

Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) e aparatos para immunoblotting foram da Bio-Rad
(Richmond, CA). Fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), ditiotreitol (DTT) e metano
hidroximetilamina (TRIS) foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). Percoll e proteina
A-sepharose foram da Pharmacia (Uppsala, Suécia). 1251-Proteina A ( 30uCipg) foi da
ICN Biomedical {Costa Mesa, CA). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0.2 um) foi de
Schieicher & Schuell. O anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina foi da Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). O anticorpo anti-banda 3 foi obtido em coelhos
e gentilmente cedidos por Hani Hassoun (Laboratério de Investigacio em Doencas da

Membrana Eritrocitaria, Tufts University).

4.2.SOLUCOES EMPREGADAS NOS DIVERSOS EXPERIMENTOS
4.2.1. Solucio Tampio de salina-fosfato (PBS):
Utilizada para lavar as hemacias. Contém: 5mM Na;HPQ4, 150mM NaCl,

1mM de azida sodica; pH 7,5. Esta solugio deve ser mantida a 4°C e 10mM de

ortovanadato acrescidos no momento do uso.

4.2.3. Solucio estoque de fosfato de sddio:
Estocar em temperatura ambiente. Contém: 189,5mM Na,HPO,, 10mM
NaH,POy, pH 8,0.

13
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4.2.3. Solugio Tampdio de fosfato para Lise (3P):

Usada para lisar as hemécias e posterior obtengfio das membranas isoladas
(ghost). Contém: 3mM de fosfato de sédio (solugdo estoque) e 200mM de EDTA, pH 8.0.
Esta solugdo deve ser mantida a 4°C . 20pug/ml de PMSF ¢ 10mM de ortovanadato

acrescidos no momento do uso.

4.2.4. Tampéo Laemmli:

Utilizado para solubilizar as proteinas das membranas das células intactas e
isoladas e sua posterior aplicagiio em SDS-PAGE a 8% (Laemmli, 1970). Contém: 0,1% de
azul bromofenol; 1M de fosfato de sodio, pH 7,0; glicerol 50% ; SDS 20% adicionado de
100mM de DTT.

4.2.5. Solucdo Tampiao para Eletroforese em gel (SDS-PAGE):

Usado para a realizagio da cletroforese no SDS-PAGE, das proteinas
extraidas. Contém: 0,025 M tris-base, 0,2 M glicina, 0,1% SDS e 0,008% de B-

mercaptoetanol.

4.2.6. Solucio Tampéo de Transferéncia:

Empregada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE para
a membrana de nitrocelulose. Contém: 25mM Trisma base, 192mM Glicina, 20% Metanol e
0,02% SDS para facilitar a elui¢iio de proteinas de alto peso molecular. A solugdo deve ser

estocada a 4°C.
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4.2.7. Solugoes estoques para SDS-PAGE:

4.2.7.1. Tampio Lower 4x: solucdio de estoque que entra na producfio do gel
resolving. Contém: Tris base 1,5M. Ajustar em pH 8,8 com 4cido cloridrico. Manter solucéo
a 4°C.

4.2.7.2. Tampio Upper 4x: solugfo de estoque que entra na produgéio do gel
stacking. Contém: Tris base 0,5M. Ajustar em pH 6,8 com 4cido cloridrico. Manter solugio
a 4°C.

4.2.8. Solugiio Tampio para SDS-PAGE, gel de resolucio (Resolving):

Para a composi¢o do SDS-PAGE, gel de resolugio a 8% , se faz necessario:
1,5M Tampéo Lower 4x, Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 1%, SDS 20%, APS 10% ¢ 0,1%
TEMED.

4.2.9. Solucéio Tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (Stacking):

Integrante na composiciio do SDS-PAGE, gel de empilhamento a 3,5% , se
faz necessario: 0,5M Tampéo Upper 4x, Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 1%, SDS 20%,
APS 10% e 0,1% TEMED.

4.2.10. Solugio Basal:

Utilizada para manter as condi¢gdes bdsicas no manuseio da membrana de
nitrocelulose contendo as proteinas transferidas. Contém: 0,15 M Cloreto de sodio, 0,01M

Trisma base, 0,05% Tween 20.
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4.2.11. Solugfio Bloqueadora:

Para bloquear proteinas inespecificas contidas na membrana de nitrocelulose,
ap6s a transferéncia. Contém: 5%de leite em p6 desnatado (Molico®) e 0,02% de azida

sodica, dissolvidos em solugéo basal.

4.2.12. Solugéio para Anticorpos:

Solugéio diluidora dos anticorpos especificos. Contém: 0,3% de soro albumina
bovina (BSA) e azida sodica 0,02% , diluidos em solug@o basal.

4.2.13. Solugio Percoll 75%:

Utilizada para separagdo de reticulocitos em ultra-centrifuga. Contém: 75ml
de Percoll net diluidos em 25ml de PBS 4x. Manter solugiio a 4°C. Adicionar 10mM de

ortovanadato de sédio no momento da utilizagio.

4,2.14. Solu¢des para Imunoprecipitado:

4.2.14.1. Solu¢do Tampdo A: utilizado para ressuspender as membranas
isoladas(ghosts) e posterior incubagdio com anticorpo anti-banda 3 ¢ proteina A-sepharose.
Contém: 0,1M Tris-HC}, pH 8,5 ; 0,15M NaCl ; 5mM EDTA ; 0,5%NP-40, acrescido de
1% de SDS ¢ 10mM de ortovanadato de sodio. Adigio de TritonX-100 para 5% da

concentragdo final. Solugdo mantida a 4°C.
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4.2.14.2. Solucio Tampio B: usado para lavar proteina A-sepharose.
Contém: 1M de Tris; 0,2M de EDTA ; 10% de Triton X-100 0,2M; 2mM de ortovanadato

de sodio.

4.2.15. Solugiio com proteina A hibridizada com **Iodo:

~ h ’ 25 ar
Solucdc que contém a proteina A com »1odo para a marcacfio dos
anticorpos especificos, o que torna possivel a visualizagiio em autoradiografia. Contém:

0,3% de BSA dissolvida em solugdo basal, acrescida de 2nCi de '“I-proteina A.

4.3 METODOS

4.3.1. Procedimentos com os pacientes:

Foram coletados 5ml de sangue venoso usando 25% do anticoagulante EDTA e
10mM de ortovanadato de sodio, imediatamente conservados em gelo. As hemacias foram
lavadas 3 vezes em 20 volumes de PBS contendo 10mM de ortovanadato de sodio, a
2.500.rpm, por 2 minutos, a 4° C. A fosforilagio da tirosina da banda 3 foi avaliada em
heméAcias intictas e membranas isoladas através de immunoblotting com anticorpo arti-

fosfotirosina, como descrito previamente (Towbin et al, 1979) com pequenas modificagdes.
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4.3.2. Fosforilacio em membranas isoladas:

As células foram lisadas em 3mM de fosfato de sodio contendo 20ug/ml de PMSF,
acrescidas de 10mM de ortovanadato de sédio e submetidas a centrifugacéio por 10
minutos, a 12.000 rpm, a 4° C. O procedimento foi repetido duas vezes. Os membranas
isoladas foram solubilizadas em tampdo Laemmli adicionado de 100mM de DITT e
posteriormente fervidos durante 3 minutos; entdio, apos estimativa da concentragdo de
proteina por espectrofotometria, utilizando-se curva padrde de soro albumina bovina em
comprimento de onda de 595nm (baseado no método de Bradford), 60ug de membranas
isoladas foram resolvidos em SDS-PAGE.

4.3.3. Fosforila¢dio em hemacias intactas:

Os eritrécitos lavados a 50% de hematocrito foram fervidos durante 4 minutos em 5
volumes de Tampfio Laemmii contendo 100mM de DTT e 40ul dessa mistura foram
resolvidos em SDS-PAGE.

Similares estudos para avaliar a fosforilagio da banda 3 sem interferéncia de
ortovanadato de sodio também foram realizados em experimentos contendo sangue total

coletado em EDTA e imediatamente fervido em Tamp#o Laemmli, como descrito acima.
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4.3.4. Immunoblotting ou Westernblotting:

As proteinas foram fracionadas em SDS-PAGE de 1,5 mm de espessura e
conduzidas por marcador de alto peso molecular da Bio-Rad (Richmond,CA) que contém
miosina (205 kDa), Pgalactosidase (116 kDa), soro albumina bovina (80 kDa) ¢ ovalbumina
(49.5 kDa).

A eletroforese foi realizada em cuba de minigel Mini-PROTEAN®II Celi da Bio-Rad
(Richmond,CA), com solugdo tampéo para eletroforese. O SDS-PAGE (8% acrilamida) foi
submetido inicialmente a 30 volts para que as proteinas pudessem se acomodar na fase de
empilhamento (stacking) e, em seguida, submetido a 100 volts na fase de resolugéo
(resolving) por 2 horas.

A transferéncia das proteinas fracionadas por SDS-PAGE para a membrana de
nitrocelulose foi realizada durante duas horas a tensio constante de 100V. O minigel
utilizado para a eletrotransferéncia também era da Bio Rad e a temperatura da cuba foi
mantida baixa por sucessivas trocas de gelo (Towbin et al.,1979). A ligagfio de proteinas ndo
especificas para a nitrocelulose foi reduzida pré-incubando o filtro por duas horas a
temperatura ambiente em solugfo bloqueadora. Na seqiiéncia, a membrana foi lavada em
solugio basal por 4 sessGes de dez minutos e, entdio, incubada com anticorpo anti-
fosfotirosina monoclonal ou com anticorpo anti-banda 3 diluido em solugéo para anticorpos
por 18 horas (overnight) a 4°C. A membrana foi novamente lavada, agora por 6 sessdes de
10 minutos com solugio basal. O filtro foi posteriormente incubado com 2pCi de '’I-
proteina A em 10ml de solugdo bloqueadora por 1 hora a 22° C e lavado novamente, ¢como
ja descrito, em 6 sessdes de 10 minutos. '*I-proteina A ligado ao anticorpo anti-
fosfotirosina e anticorpo anti-banda 3 foi detectado por autoradiografia usando filme Kodak
XAR com intenstficador Cronex Lightning Plus a -70° C por 12 a 48 horas. A intensidade da
banda 3 marcada foi quantificada por densitometria optica (Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco; modelo GS 300) do autoradiograma desenvolvido e as 4reas sob os picos
foram determinadas pelo programa GS 365 W, versio 3.01. Todos os experimentos
constam de controles. A calibragio do aparelho ( ponto zero e ganho ) foi padronizada, de

modo que, num mesmo experimento, os diferenres individuos puderam ser comparados
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entre si (Fig.3 ¢ Fig.4). Os resultados da fosforilagio foram expressos em relagio a amostra
controle normal baseados no seguinte cdlculo e levando-se em conta a 4rea sob a curva de

densitometria:

Fosforilaciio da banda 3 do paciente < total de banda 3 do controle
total de banda 3 do paciente fosforilacfio da banda 3 do controle

4.3.5. Separacio de Reticuldcitos Depletados dos Eritrécitos por Percoll:

Com o objetivo de investigar a fosforilagio da banda 3 sem a interferéncia de
reticulocitos, foram coletados 20ml de sangue em EDTA e 10mM de ortovanadato de sodio
¢ imediatamente conservados em gelo. Os eritrdcitos foram lavados em PBS e 5 ml dos
eritrocitos lavados foram aplicados na superficie de 20ml de Percoll 75% (75ml de Percoll
net, 25ml PBS-4x ¢ 10mM ortovanadato de sodio). Entéo eles foram centrifugados a 45000
g ( rotor 30 Ti, 50 mm de raio) por 30 minutos a 4°C em ultracentrifuga Beckman, modelo
1.575B . Depois da corrida , 1 ml da fracfio foi coletado do topo ¢ da fragdio infenor do
gradiente. As células foram lavadas uma vez em PBS, solubilizadas em tampdo Laemmli
com 100mM DTT e 50uL dessa mistura foram resolvidos por SDS-PAGE.
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4,3.6. Imunoprecipitacio:

Com o objetivo de confirmar a fosforilagio da tirosina da banda 3, foram
ressuspensos 500 ul de membrana isolada (ghost) em 500pl de tampdo A (0,1 mol/i Tris-
HC, pH 8,5 ; 0,15 mol/1 NaCl ; 5 mmol/l EDTA ; 0,5%NP-40) contendo 1% de SDS e
10mM de ortovanadato de sodio, fervido por 2 minuios e, entdio, diluido em 5,0ml de
tampdo A com ortovanadato de sédio. Triton X-100 foi adicionado para 5% da
concentragdio final. Anticorpo anti-banda 3 policlonal (100pl) foi, entfo, adicionado ¢ a
amostra incubada overnight a 4°C com agitador. Em seguida, 100pl de proteina A-sepharose
foram adicionados e a amostra incubada por mais 4 horas a 4°C com agitador. A proteina A-
sepharose foi, entfio, coletada e lavada 1 vez com tampio B ( 1M de Tris; 0,2M de EDTA
10% de Triton X-100 0,2M; 2mM de ortovanadato de s6dio) e removida por centrifugacéo.
O pellet foi ressuspenso em 40pl de tampao Laemmli e fervido por 5 minutos. Em seguida, a

amostra foi aplicada em SDS-PAGE.

4.3.7. Analise Estatistica:

Para comparagiio dos diferentes grupos de pacientes nds utilizamos o método de

Mann-Whitney U test. Significancia foi definida como p < 0,03.
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Resultados

Nesse estudo analisamos, por immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina e na
presenca de ortovanadato, a fosforilagio em tirosina em hemdcias intactas € membranas
isoladas de pacientes com anemia falciforme, hemoglobinopatia SC, Sf-talassemia ¢ [-
talassemia intermediéria. Nossos resultados mostraram um aumento na fosforilagéo de duas
bandas, nas regides de 100 kDa e 80 kDa, em anemia falciforme e P-talassemia quando
comparadas com a fosforilagio obtida em células intactas de controles normais e em um
paciente com esferocitose hereditéria (tabela 2 e Figs. 5A-12A ). A imunoprecipitagéio de
hemécias lisadas com anticorpo anti-banda 3 e immunoblotting com anticorpo anti-
fosfotirosina confirma que a tirosina fosforilada na regifio de 100 kDa foi a banda 3,
noentanto, nio obtivemos anticorpe anti-proteina 4.1 para confirmar que a proteina de
80kDa, que encontramos fosforilada em Tyr, seja realmente a proteina 4.1(Dados ndo
apresentados) .

No grupo de anemia falciforme, a fosforilagiio aumentou de 2 a 10 vezes comparada
com a fosforilacdo do controle normal (SS= 7,8 + 2,7 vezes; SC= 3,8 £ 1,3 vezes; Sp= 5,2
+ 2,0 vezes). No grupo de P talassemia a fosforilagiio também aumentou (ftal= 4,3 + 3,7
vezes), mas nesse grupo 3 pacientes apresentaram fosforilagiio da tirosina da banda 3
proximo do nivel apresentado pelo controle normal (1; 1,5 e 1,7 vezes) (tabela 2). Ndo
houve diferenca significativa na fosforilagdo em tirosina da banda 3 entre os varios grupos
testados, exceto quando comparamos a fosforilagio em hemdcias intactas de pacientes com
anemia falciforme (SS) e pacientes com hemoglobinopatia SC (U=6, p<0,02).

Com o propdsito de avaliar a fosforilagio em tirosina sem a interferéncia de
ortovanadato, nos realizamos experimentos na auséncia desse inibidor de fosfatase.
Nenhuma fosforilagiio foi observada nos controles ou em anemia falciforme apos os
eritrocitos terem sidos fervidos imediatamente apés a coleta do sangue e submetidos, na
seqiiéncia, a eletroforese.

Para nos certificarmos de que a fosforilagdo em tirosina da banda 3 estava aumentada
em hemoglobinopatias na auséncia de reticuldcitos, nés separamos células jovens em
Percoll. A fosforilagdo de células com HbS era mais alta que nos controles, tanto em c€lulas

obtidas no topo como na fragio inferior do gradiente Percoll (Dado nio apresentado).
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Tabela 2. Valores médios e desvio padriio da fosforilagao de tirosina da banda 3

em pacientes com hemoglobinopatias( média + desvio padrio).O cslculo foi estimade de

acordo com a férmula fosforilagio da banda 3 do paciente/ total de banda 3 do paciente x total da

banda 3 do controle/ fosforilacio da banda 3 do controle:

Diagnostico membranas isoladas | hemdcias intactas
SS 45 + 2.3 7.8 £ 2.7
SB 45 + 0.5 52 + 2.0
SC 1.0 38 + 1.3(%)
B Tal 6.8 43 + 3.74
HS — 0.8

# inclui 2 pacientes com 8B-talassemia; (*) Significantemente diferente quando comparado
com SS (U= 6, p< 0,02 ; Mann-Whitney U test).
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Fosforilaciio in vivo em tirosina da banda 3 em células
intactas de pacientes com hemoglobinopatias
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Fig.2.0s resultados da fosforilaglo foram expressos em relaglio a amostra controle

normal baseados no seguninte calculo:

Fosforilagdo da banda 3 do paciente

total de banda 3 do controle

total de banda 3 do paciente

fosforilagdo da banda 3 do controle
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Area de fosforilacio da banda 3 em membranas isoladas
(ghosts) de pacientes com hemoglobinopatia e seus respectivos

controles:
I- Anticorpo anti-fosfotirosina

s

M
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1 )

Fig.3. (A) 2- Controle, 6-Controle; (B) 2- SB, 7- SB.

II- Anticorpo anti-banda 3
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Fosforilagio em ftirosina da banda 3 em
membranas isoladas(ghosts)

A) Blot: o PY

Banda 3 —»

B) Blot: o Banda 3
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C) Fosforilacao em Tyr da Banda 3
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Fig.5. Fosforilagio em Tirosina da Banda 3 em membranas isoladas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A e C). 1,2)Controles;
3,4)SP talassemia, foram isoladas como descrito em MATERIAIS E METODOS. As células
foram lavadas 3 vezes em PBS gelado com 10mM de ortovanadato de sodio e lisadas com
Tampdo para Lise. As membranas isoladas foram solubilizadas em Tampao Laemmli e
fervidas durante 4 min com 100mM DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-
PAGE e transferidas para nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo

s ]

antifosfotirosina (A), anticorpo anti-banda 3 (C), marcadas com 1251—pr0teina A e
submetidas a autoradiografia.
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C) Fosforilacdo em Tyr da Banda 3
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Fig.6. Fosforilagdo em Tirosina da Banda 3 em membranas isoladas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A e C): 1,2)Controles; 3)p talassemia,
4)Hemoglobinopatia SC; 5-7)Anemia Falciforme. As membranas foram isoladas como
descrito em MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado
com 10mM de ortovanadato de sodio e lisadas com Tampdo para Lise. As membranas
isoladas foram solubilizadas em Tampdo Laemmli e fervidas durante 4 min com 100mM
DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose.
As membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina (A), anticorpo anti-banda 3

(C), marcadas com 1257 proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Fosforilacao em tirosina da banda 3 em células

intactas
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C) Fosforilacdo em Tyr da Banda 3
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Fig.7. Fosforilagdo em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A e C): 1,2)Controles; 3)f talassemia,
4) SB talassemia, S)Hemoglobinopatia SC, 6-7) B talassemia. As membranas intactas foram
tratadas como descrito em MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes
em PBS gelado com 10mM de ortovanadato de sodio, solubilizadas em Tamp@o Laemmli e
fervidas durante 4 min com 100mM DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-
PAGE e transferidas para nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo

antifosfotirosina (A), anticorpo anti-banda 3 (C) e marcadas com 1251 proteina A e
submetidas a autoradiografia.
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Fig.8. Fosforilagdo em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A): 1,2)Controles; 3-7)Anemia
Falciforme. As membranas intactas foram tratadas como descrito em MATERIAIS E
METODOS. As células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado com 10mM de ortovanadato
de sodio, solubilizadas em Tampdo Laemmli e fervidas durante 4 min com 100mM DTT;
40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose. As

membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina (A) e marcadas com 1251.
proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Fig 9 Fosforilagio em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A): 1,2)Controles; 3)B talassemia; 4-
7)Anemia Falciforme. As membranas intactas foram tratadas como descrito em
MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado com 10mM
de ortovanadato de sodio, solubilizadas em Tamp@o Laemmli e fervidas durante 4 min com
100mM DTT ; 40pl dessa mistura resolvidos em 8% SDS-PAGE e transferidas para
nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina (A) e marcadas

com 125[-proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Fig.10. Fosforilagdo em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A): 1,2)Controles; 3)Hemoglobinopatia
SC; 4-5)SP talassemia; 6)f3 talassemia. As membranas intactas foram tratadas como descrito
em MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado com
10mM de ortovanadato de sodio, solubilizadas em Tampao Laemmli e fervidas durante 4
min com 100mM DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-PAGE e transferidas
para nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina (A) e

marcadas com 123I-proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Fig.11. Fosforilagio em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A): 1,2)Controles; 3) B talassemia; 4-5)
Hemoglobinopatia SC; 6)B talassemia; 7) SP talassemia. As membranas intactas foram
tratadas como descrito em MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes
em PBS gelado com 10mM de ortovanadato de sodio, solubilizadas em Tampdo Laemmli e
fervidas durante 4 min com 100mM DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-
PAGE e transferidas para nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo

antifosfotirosina(A) e marcadas com 1251 proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Fig.12. Fosforilagio em Tirosina da Banda 3 em células intactas de pacientes com
hemoglobinopatias, analisadas por immunoblotting. (A): 1,2)Controles; 3-4)Anemia
falciforme, 5) Esferocitose hereditaria. As membranas intactas foram tratadas como descrito
em MATERIAIS E METODOS. As células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado com
10mM de ortovanadato de sodio, solubilizadas em Tampao Laemmli e fervidas durante 4
min com 100mM DTT ; 40ul dessa mistura resolvidos em 8% SDS-PAGE e transferidas
para nitrocelulose. As membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina (A) e

marcadas com 1231-proteina A e submetidas a autoradiografia.
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Discussao

A caracterizagdo do esqueleto da membrana eritrocitéria forneceu consideravel informagio a
respeito da composi¢dio esquelética, ultraestrutura, associagdes proteina-proteina, ancoragem da
membrana e defeitos moleculares. Baseado nesse conhecimento, especial aten¢fio tem sido
direcionada para o estudo de pds-tradugfio ou modificagSes regulatorias da membrana. As proteinas
da membrana eritrocitaria séo afetadas por um ou vérios tipos de modificagdes, tais como oxidagdo,

protedlises, fosforilagdo e outras (Cohen & Gascard, 1992).

Uma variedade de fatores pode levar a geracéio de radicais oxidantes no eritrécito tais como
anion superoxido (O; «), peroxido de hidrogénio (H; O;) e radicais hidroxil (» OH). A principal
origem de tais radicais ¢ a hemoglobina. O eritrécito contém superéxido dismutase, glutationa
peroxidase ¢ catalase, as quais podem prevenir a oxidagdo. No entanto, em certas doengas como
anemia falciforme e certas hemoglobinopatias instaveis, a agfio dessas enzimas pode estar
inadequada, levando as proteinas da membrana a sofrerem danos oxidativos (Cohen & Gascard,
1992).

Nas doengas falciformes e talassemias ocorrem alteractes das propriedades da membrana,
possivelmente pela oxidagdo (Nash et al., 1984; Evans & Mohandas, 1987; Advani et al., 1992 a;
1992 b). O excesso de oxidagio na superficie da membrana (Friedman, 1980; Saklai et al., 1981;
Reiss et al, 1982; Waugh & Low, 1985) poderia causar redistribuigdo das proteinas do
citoesqueleto (Low & Waugh, 1985).

No presente estudo nos demonstramos que a fosforilagdo em tirosina da banda 3 estd
aumentada em eritrocitos de pacientes com anemia falciforme, hemoglobinopatia SC e Sp
talassemia, assim como em [} talassemia intermedidria. Fosforilagdo em residuos de tirosina é
importante na regulacfo da proliferagio celular, diferenciagiio e metabolismo celular (Harrison et
al., 1991). Desse modo, células eritroleucémicas de rato (MEL), tratadas com DMSO, um tipico
agente indutor eritroide, apresentam drastica diminui¢io ou desaparecimento do contetdo de
fosfotirosina em um estagio primario da diferenciacfo eritréide. Por outro lado, a adi¢io do inibidor
especifico da fosfotirosina fosfatase, ortovanadato (Na;VOy), previniu a diferenciagio eritréide.
Esses resultados indicam que desfosforilagio de residuos fosfotirosina de proteinas celulares sdo

acoplados com as reagdes responsaveis pelo desencadeamento da diferenciacio de células MEL
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(Watanabe et al, 1992). Entretanto, o significado do aumento da fosforilagio em células

anucleadas, como a hemadcia, ainda nfo esta claro.

Pouca fosfotirosina € usualmente detectada em células intactas mas, um significante
aumento pode ser alcancado pelo uso de componentes que inibem tirosina fosfatases, A proteina
banda 3 € a principal proteina eritrocitaria que ¢ fosforilada por tirosina quinase (Phan-Dinh-Tuy et
al,, 1985) e, conforme observado em nosso estudo, sua fosforilagio esta presente em ghosts € em

células intactas quando ortovanadato est4 presente.

A tirosina quinase aparentemente associa-se com a membrana via N-terminal da banda 3
porgue sua associagéio com a membrana ¢ a fosforilagéo da banda 3 podem ser reduzidas por G3PD,
a qual se liga 4 banda 3 na regiio da Tyr 8 . Essa tirosina quinase é reversivelmente ligada a
membrana através de interagbes eletrostaticas com a seqiiéncia polidcida proxima da tirosina 8 que
¢ aceptor de fosfato da banda 3 (Mohamed & Steck, 1986). Harrison et al (1991) sugeriram que a
proteina tirosina quinase, presente no eritrocito, poderia ser responsével pela regulagdo da glicdlise
através da fosforilagio da tirosina da banda 3, visto que quando a fosforilagiio da Tyr da banda 3

aumentava, atraves do bloqueio tirosina fosfatase, havia aumento da glicélise.

Varios estudos indicam uma fosforilacdo anormal da banda 3 em anemia falciforme.
Inicialmente, a fosforilagdo anormal foi vista em ghosts (Hosey & Tao, 1976) e em células intactas
incubadas com ** P (Dzandu & Johnson, 1980). Por outro lado Jonhson et al (1986), mostraram uma
fosforilagio normal da espectrina mas um substancial aumento no ** P nas sialoproteinas de

eritrocitos falciformes.

No presente trabalho, estudamos a fosforilagio da banda 3, nfio s6 em anemia falciforme
como também, pela primeira vez, em hemoglobinopatias como SC, SB e B talassemia intermediaria

e, os resultados demonstraram aumento da fosforilagio em 30 dos 34 pacientes estudados.

Recentemente, Platt e Falcone (1995) relataram nenhuma diferenga de fosforilagiio de
tirosina in vivo entre células normais e falciformes. A unica diferenga foi vista quando ortovanadato
foi incluido e peréxido excluido da mistura de incubagfio. Sob essas circunstincias, a quantidade de
fosfotirosina nas células falciformes foi marcadamente aumentada. De fato, uma fosfatase citosolica

tem sido parcialmente purificada de eritrocitos e contém atividade fosfotirosina fosfatase contra o
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dominio citoplasmético da banda 3 (Boivin & Galant, 1986; Clari et al., 1986). Estima-se que a
atividade da fosfotirosina fosfatase, associada & membrana, seja responsavel por 15% do total da
atividade fosfotirosina fosfatase celular (Clari et al,, 1987). Entfo, o aumento de fosforilagdo da
banda 3 ¢ claramente observado quando ortovanadato, um inibidor de fosfatase, € usado. A recente
caracterizac8o de uma fosfotirosina fosfatase neutra (PTP) associada com a banda 3 corrobora estes
estudos (Zipser & Kosower, 1996). Essa PTP ¢ ativada pelo Mg ** e inibida pelo Mn ** e
ortovanadato. A PTP ¢ ativa em células intactas ¢ membranas isoladas. A maior fragio da PTP é
firmemente ligada 4 membrana ¢ pode ser extraida por Triton X-100; uma menor parte estd
associada com o citoesqueleto insolavel ao Triton X-100. O procedimento de extragio da PTP €
semelhante a0 da banda 3, cuja maior fragdio € extraida por detergentes, sendo a menor fragio
ancorada ao esqueleto (Bennett & Stenbuck, 1979; Casey & Reithmeier, 1991; Zipser & Kosower,
1996) . Ambas banda 3 e PTP sfio co-precipitadas quando imunoprecipitacio € realizado ( Zipser &
Kosower, 1996). Entdo, nfio € surpresa que nenhuma fosforilago foi observada quando
ortovanadato ndo fot usado. Esses resultados nfio excluem a possibilidade de que a fosforilagdo da

tirosina da banda 3 ir vivo seja realmente aumentada em anemia falciforme.

O possivel efeito da idade de eritrocito deve ser considerado em estudos de pacientes com
anemia falciforme. Células falciformes ou P talassémicas sfio jovens e as fosforilagdes anormais
observadas podem simplesmente ser uma propriedade do eritrécito jovem, No entanto, nosso estudo
ndo mostrou uma fosforilacdio anormal de células de pacientes com esferocitose hereditiria e
reticulocitose. Além disso, na separagdo de reticulécitos por gradiente Percoll, o aumento da
fosforilacdo foi observado na fracfio superior tanto quanto na fracfio inferior de hemdcias

falciformes.

Corroborando esses resultados, Johnson et al (1986) relataram que a expectativa da
diferenca de idade entre frages de células falciformes nio sdo significativas, uma vez que todas séo
relativamente jovens e que a fosforilagdo das células falciformes separadas por gradiente Stractam
foram similares. Esses resultados sugerem que o aumento de fosforilagio € uma caracteristica da

doenga e nfio uma conseqliéncia da idade da célula.
Uma possivel explicagio para o aumento da fosforilagdo observado nesse estudo € o estresse

oxidativo anormal em eritrocitos de pacientes com hemoglobinopatias. Auto-oxidagdo espontinea

de hemoglobina normal produz radicais livres de oxigénio (Misra & Fridovich, 1972) os quais sdo
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neutralizados pelas vias metabdlicas auto-oxidantes normais. Hemacias contendo hemoglobinas
anormais estdo sob condigdes de alto estresse oxidativo {Winterbourn et al., 1976). Oxidantes leves
estimulam a fosforilagfio da tirosina da banda 3 (Harrison et al., 1991), possivelmente por inibir
uma PTP (Heffetz et al., 1990) ou alterar o estado redox na presenga de ortovanadato e H,O,
(O’Shea et al.,, 1992; Harrison et al., 1994). Ambos peréxido de hidrogénio e ortovanadato sdo
conhecidamente inibidores de tirosina fosfatase, e a combinagio gera peroxidos de vanadato, os
quais sdo potentes inibidores da desforilagdo de fosfotirosina (Heffetz et al., 1990). Em eritrécitos
humanos, vanadium V (vanadato) ¢ reduzido para vanadium IV( pervanadato) pela glutationa. O
vanadium IV resultante se liga fortemente a hemoglobina (Macara et al., 1980). Entéo a presenca de
um agente oxidante tal como peréxido de hidrogénio pode prevenir a inativagio do vanadato visto
em eritrocito (Harrison et al., 1994). Sabe-se que p72¥* ¢ responsavel no minimo em parte, pela
fosforilacéo da Tyr da banda 3 em eritrécitos humanos, mas o mecanismo molecular da ativagdo da
p72%* por pervanadato é desconhecido (Harrison et al, 1994). A ativagio da p72%* por
intermediarios de oxigénio livres endégenos em neutrdfilos humanos foi observada (Brumell et al.
1996). O efeito do peroxido de hidrogénio na fosforilacio da tirosina da banda 3 é de interesse visto
que em células S8, as defesas autoxidantes estdo enfraquecidas e geram espontaneamente duas
vezes a quantidade normal de espécies de oxigénio ativado (Hebbel et al., 1982). Atividade de p-
nitrofenilfosfatase ligada 8 membrana também tem sido descrita e foi observada estar diminuida ou
alterada em membranas de individuos com anemia falciforme, anemia hemolitica congénita e
talassemias (Delaunay et al., 1979; Morlé et al.,, 1982; Brissette et al., 1991). Varias mudancas
intracehulares em eritrocitos humanos talassémicos poderiam gerar danos oxidativos em seus
componentes da membrana como oxidagéo do excesso de subunidades a-globina e excesso de ion
intracelular, os quais resultariam no aumento da formagdo de radicais de oxigénio livres

(Rachmilewitz, 1982).

Nossos resultados mostraram também um aumento de fosforilagfio de uma proteina com
cerca de 80 kDa, em eritrocitos falciformes e B talassémicos quando comparados com controles
normais € um paciente com esferocitose hereditaria. A proteina de peso 80 kDa ¢ supostamente a
proteina 4.1( Subrahmanyam et al., 1991), visto que a mesma possui peso em torno de 80 kDa,

entretanto, nfo obtivemos anticorpos anti-proteina 4.1 para confirmagfo desta hipdtese.

A proteina 4.1 é fosforilada por mais de uma proteina quinase e sua fosforilagdo diminui em

5 vezes sua afinidade pela espectrina (Eder et al., 1986) produzindo diferentes efeitos na sua ligagio
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com a membrana ¢ ainda, sugere que seja um provavel mecanismo para manuntengdo do
relaxamento ¢ flexibilidade da estrutura do citoesqueleto essencial para o funcionamento normal da
membrana eritrocitéria (Chao & Tao, 1991). No entanto, pouco se sabe da possivel fosforilagio do
residuo de Tyr na proteina 4.1.

A habilidade da anguirina de se ligar, tanto com a espectrina como com a banda 3, esta
reduzida na anemia falciforme (Platt & Falcone, 1995).. Esse defeito funcional pode estar
relacionado com o aumento da fosforilagdo da tirosina, visto que ligagio da anquirina inibe
fosforilagdo da Tyr 8 e Tyr 21 da banda 3 (Willardson et al, 1989; Platt & Falcone, 1995). Em
adi¢do, a geragdo in vitro de radicais livres induz a fosforilacdo da banda 3 em tirosina tdo bem
como reversivel translocacdo de G3PD da membrana para o citoplasma, sugerindo que um
mecanismo de regulagio metabodlica em hemacias poderia modificar a produgdo de energia durante
um ataque de radicais livres (Mallozzi et al., 1995). Danos de proteinas da membrana de hemacias
falciformes nfio € um processo difuso, e sim confinado a regifes da membrana proximas dos sitios
de associa¢do da hemoglobina, ou seja, dominio de ligagdo da anquirina com espectrina ¢ dominio
de ligacdo da anquirina com banda 3 (Platt & Falcone, 1995). Entretanto, os mecanismos desses

danos que provocam instabilidade na membrana ainda precisam ser esclarecidos.

Em conclusdo, as conseqgiiéncias do aumento da fosforilagdo em tirosina em
hemoglobinopatias ainda nfo estdo claras, mas além da ativacdo da glicolise, € possivel uma ligagio
inadequada da banda 3 com anquirina, com instabilidade do esqueleto. Os mecanismos desta les3o

necessitam de maior investigacéo.
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Conclusdes

s Concluimos no presente estudo, que o grau de fosforilagdio em tirosina da banda 3 de

hemicias de pacientes com hemoglobinopatias esta aumentado.

¢ As conseqiiéncias do aumento da fosforilagio em tirosina em hemoglobinopatias ainda

ndo estdo claras, mas os mecanismos desta lesfio necessitam de maior investigagio.
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Summary

The band 3 protein is the main erythrocyte protein phosphorylated by tyrosine kinase and
this phosphorylation is observed in ghost and intact cells when vanadate is present. The
major phosphate acceptor site is at tyrosine residue 8 in the N-terminus of band 3. This
region of the cytoplasmic domain has high affinity binding sites for several proteins
including haemoglobin. With the aim to investigate the tyrosine phosphorylation of band 3,
we performed immunoblotting of intact red cells using anti-phosphotyrosine antibody of 21
patients with sickle cell disorders (11 SS, 5 S8, 5 SC), 7 patients with B thalassaemias (5
p thal intermedia, 2 8B thal ), 10 normal controls and one patient with hereditary
spherocytosis, They had not received transfusion for the last 4 months and all were
clinically stable. OQur results showed an increased tyrosine phosphorylation of two proteins,
in the 100kD and 80kD regions, in sickle cell and B-thalassaemic red cells when compared
to the normal controls and to the patient with hereditary spherocytosis.
Immunoprecipitation of the lysed red cells with anti-band 3 antibody and immunoblotting
with anti-phosphotyrosine antibody confirm that the 100kDa tyrosine phosphorylated
protein was band 3. In the sickle cell disease group, the band 3 tyrosine phosphorylation
varied from 2 to 10 fold increase compared to control (SS= 7.8 £ 2.7 fold; SC=3.8 + 1.3
fold; SP= 5.2 £ 2.0 fold ). It was also higher in the 3-thalassaemic group ( f-thal=4.3 = 3.7
fold). There was no significant difference in tyrosine phosphorylation among the various
groups tested, except when we compared the phosphorylation in intact red cells of patients
with sickle cell anaemia and haemoglobinopathy SC (U=6, p<0.02). The tyrosine
phosphorylation of band 3 was increased in Haemoglobinopathies even in the absence of
high reticulocyte count. At least two mechanisms might be involved in the increased
tyrosine phosphorylation of band 3 in these haemoglobin disorders, probably related to the
endogenous reactive oxygen intermediates generated by the abnormal erythrocyte: an
inhibition of protein tyrosine phosphatase activity or an activation of the protein tyrosine

kinase p72syk.
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ANEXO 1

Anexos

Tabela 1. Fosforilacéio de tirosina da banda 3 em membranas isoladas(ghosts)

de pacientes com hemoglobinopatias.

Pacientes | Diagnéstico Fosforila¢do em ghost ( P/C)
() FS.A. SS 3.7
2)M.AG. SS 3.4
(3)J.P.A. SS 3.2
(4)S.S.OE. SS 29
(5)M.S.C. SS 3.6
6)R.C.C. SS 48
(HAAMLE. SS 10
(8) L.V. Sp 4.0
O AVM. SB 5.0
(10M.E.G.L SC 14
(11) M.L.R. | B Talassemia 6.8




Anexos

ANEXO 2

Tabela II. Fosforilagdo de tirosina da banda 3 em hemacias intictas de pacientes com

hemoglobinopatias.

Pacientes | Diagnéstico | Fosforilaciio em hemacia intacta(P/C)
1) D.C. SS 10
(2) MAG. SS 6.5
3)RPS. SS 26
4) CBS. SS 3.8
5)A.CSL. SS 5.0
(6)M.S.C. SS 8.0
T W.S. SS 10
®) LM.S. SS 9.
(9)EB.L. SS 9.2
(10)M.C.G. 5S 10
(1)A.AMF SS 10
(12)B.V. SB 32
(I3 LV. SB 51
(14)S.S. SB 3.3
(15M.A.SR SB 5.6
(16) R.Z. S8 8.7
(17) M.AF. SC 6.0
(18) CAC. SC 3.0
(19)R.S.S. SC 2.0
(20)J.P.S. SC 2.0
21)M.LS.B SC 2.0
(22)M.AMS | B Talassemia 1.0
(23) M.A.S. | B Talassemia 10
(24)F.C. B Talassemia 3.0
(25)E.S.S. B Talassemia 1.7
(26) D.F. B Talassemia 3.0
(27) MM.F. | B Talassemia 1.5
(28) M.L.R. | P Talassemia 10
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ANEXO 3

Tabela III. Dados clinicos e hematoldgicos dos pacientes participantes deste estudo.
Pacientes(SS) [Idade (anos) |Hb(g/dl)  [HbA2(%) [HbF(%) [VCM(l)  [HCM(pg)
D.C. 22 8,2 2,8 8.1 96,9 30,7
M.A.G 21 12 1.1 7.2 101,2 32,9
R.P.S. 21 6,4 2.3 6,3 95,2 30,5
C.B.S. 32 10,3 2,5 2,2 111 27,8
A.C.S.L. 34 8,9 2.5 16 94,6 32,9
M.S.C. 17 10,5 1,4 10,4 96,2 33,3
W.S. 21 8,2 2,8 11 89,7 30,4
I.M.S. 29 9 T Tl 82 211
EB.L. 23 10,2 2.8 0,42 89 29,3
M.C.G. 34 6,8 2.5 3,4 92 32,2
AAMF. 21 6,6 3 4.1 87.7 27,8
F.S.A 33 59 2 28 99 32,8
J.P.A 23 0 2.5 7 of 36
S.S0E 38 7,3 2,3 16,9 101 341
R.C.C. 38 6,8 2,1 10,7 97 31,3
média 27,13333| 8,026667| 2,286667| 7,614667 953 31,31333
DesvPad 7,099966| 1,478642| 0,543621| 4,797091| 6,833322 2,46949
Pacientes(SP) |ldade (anos) |Hb(g/dl)  [HbA2(%) |HbF(%)  [VCM(fl) HCM(pg)
B.V. 37 8,3 4.4 7.8 68 21,4
LML 21 9,5 3,6 17 59 19,3
S.S. 16 1. 2.9 18,6 66 22,
M.A.S.R. 36 7.8 5 3.3 76,8 23,8
R.Z. 23 10,2 4 53 56 18
A V.M. 26 8,6 3.6 6,4 72 20,9
média 26,5 8,65 3,85| 7,183333 66,3| 20,91667
DesvPad 8,408329| 1,029077| 0,847939| 6,000472 7.81153| 2,052722
Pacientes(SC) |Idade (anos) |Hb(g/dl)  [HbA2(%) |HbF(%) | VCM(f) HCM(pg)
M.A.F. 34 Tl — 0,5 90,2 27
C.A.C. 29 10,8 . 2,4 83 261
R.S.S. 20 9,6 = 2 82,9 28,6
JBS. 38 14,7 — 1 80 28,2
M.L.S.B. 49 10,6 = _ 93 32,5
M.E.G.L. 21 11,8 — 1,2 68 21,9
média 31,83333| 11,43333 1,44 8285| 27,38333
DesvPad 10,98029| 1,753473 0,756968| 8,783109| 3,469534
Pacientes(ptal) | Idade (anos) |Hb(g/dl)  |HbA2(%) [HbF(%) |VCM()  |HCM(pg)
M.A.M.S. 28 8.2 1.5 61.8 71 23,2
M.A.S. 38 7.9 2,8 81 79 259
Eif: 17 5,5 24 37 72 226
ES.S 39 7,6 7,8 23,3 66 20,5
D.F. 20 7,8 1.5 98,5 il 25.3
M.M.F. a7 7.3 4 6,7 61 21.3
M.L.R. 35 9,9 45 20,9 68 21,4
média 30,57143| 7,742857 3,5| 47,02857| 70,57143| 2288571
DesvPad 9,034326| 1,299817 22151 3414253 6,241184| 2,061899
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