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RESUMO

A esferocitose € um tipo comum de anemia hemolitica hereditdria cujo primeiro defeito
molecular foi caracterizado em 1992. A proteina banda 3, codificada pelo gene AE], foi a primeira
isoforma clonada de uma familia de genes de trocadores de &nions “Anion Exchanger-AE gene
family” e & a mais abundante das proteinas integrais da membrana eritrocitdria. AlteragBes
moleculares neste polipeptidec estfio associadas 3 formacio de esferéeitos. Hemdcias esferociticas
sdo osmoticamente frageis, estando mais sujeitas 4 lise e 80 sequestramento pelo bago, o que encurta
seu tempo de vida. A proteina banda 3 também € expressa nos rins, na membrana basolateral de
células alfa intercaladas do tubo coletor cortical, onde € responsével pela reabsorcio de bicarbonato,
compensando a secregio de 4cidos pela HATPase vacuolar apical, e participando da regulacio fina
do equilibrio 4cido-bésico. Tanto a banda 3 eritrocitdria como a renal sdo isoformas de um mesmo
gene que através de um promotor tecido especifico, diferem quanto A transcrigio. O mRNA da
banda 3 renal n&o apresenta os r€s primeiros exons observados na forma eritrdide. O presente
estudo teve o objetivo de investigar as alteragfes moleculares e regulagio do gene da banda 3 na
esferocitose hereditdria em 5 pacientes com deficiéncia de banda 3, e investigar possiveis alteracdes
neste gene em cinco pacientes com acidose renal tubular distal. Este estudo foi baseado no
rastreamento de mutagdes e polimorfismos no gene mencionado, incluindo a regifo promotora, que
tamnbém pode estar envolvida na fisiopatologia da doenga. Para deteccfio das alterages moleculares
foram utilizadas as técnicas de PCR, andlise de polimorfismo de conformagio em fita simples,
subclonagem e sequenciamento. O estudo do cDNA foi realizado apés a tramscrigdo reversa do
mRNA extraido de reticuldcitos por RT-PCR. Outro objetivo foi investigar as alteragBes renais de
pacientes com esferocitose hereditdria ¢ deficiéncia de banda 3, uma vez que esta proteina também é
expressa nos rins. Os estudos renais foram realizados através da avaliacfio da capacidade de
acidificacdo tubular distal e obtenc@o de medidas de bicarbonatiria, pH urindrio, acidez tituldvel e
excregio de amdnia no periodo basal e apds estimulo com furosemida. Também foi avaliado o
contratransporte de sédio e litio em hemdcias de pacientes com esferocitose hereditdria, uma vez que
esta € uma medida indireta do contra-transporte Na'/H", envolvido na regulagfio do pH intracelular
do eritrécito e na homeostase dcido-bésica do organismo, por secretar dcido e reabsorver Na™ em

epitélio renal.
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Nossos resultados caracterizaram duas novas mutagbes no gene AEJ. O estudo da
Banda 3 “™™° uma mutaco no sitic doador de clivagern no intron 8, demonstron a perda de
bicarbonato pela urina dos pacientes afetados e um aumento na atividade de contra-transporte de
s6dio e litio nas hemécias. A Banda 3 ™™™ yma substituicdo de um residuo de arginina altamente
conservado, por histidina no dominio transmembrana, é a segunda mutacio afetando o codon 490 da
banda 3, e pode ser um “hot spot” para mutacBes no gene AEJ/. As hemdcias destes pacientes
apresentaram menor nimero de sftios para o inibidor DIDS. Outra mutagio caracterizada foi a
Banda 3 MR, previamente descrita. O estudo dos pacientes com acidose renal tubular disial
revelou uma nova mutagdo na regifio promotora renal em um paciente com acidose renal tubular
distal incompleta, que pode estar associada com ¢ defeito na reabsorgo de bicarbonato pelos rins. O
estudo da acidose também caracterizou um novo polimorfismo no intron 3, a delecdo da adenina
1233, com frequéncia alélica de 0,34 em 120 cromossomos analisados. Um conflito de seguéncia
{gquatro guaninas no lugar de trés nt. 1272-1274) também foi verificado em todos individuos
estudados. O polimorfismo Asp38-sAla (Darmstad) foi encontrado em uma paciente comn acidose,
mas parece ndo estar relacionado com a doenca. Finalmente concluimos que mutacdes no gene da
banda 3 podem estar associadas com a esferocitose hereditiria e com a acidose renal tubular distal
incompleta, pois isoformas da protefna sio expressas nas hemécias e nas células g-intercaladas.
Sugerimos que em casos onde hd perda de nions pelos rins, mecanismos de compensacio podem

estar ativados, como o aumento da atividade excretora de prétons pela Na*/H*, ou pela H*-ATPase

vacuolar apical.

A fim de realizar estudos de interacBes protéicas, foi subclonado o dominio citoplasmatico
completo da fosfolipide scramblase dos seguintes tecidos humanos: cérebro, testiculos e baco. A
sequéncia do cDNA da enzima scramblase usada no ensaio duplo-hibrido resultou no fenémeno de

auto-ativagio, que ¢ uma razdo comum da falha do rastreamento pelo métode duplo-hibrido.
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SUMMARY

Hereditary spherocytosis is a common type of hemolytic anemia. The first molecular defect in
the band 3 gene associated with spherocytosis was characterized in 1992. Band 3, codified by the
AE] gene, was the first isoform to be cloned of a family of genes of anion exchangers {Anion
Exchanger-AE gene family) and is the most abundant of the integral proteins of the erythrocyte
mernbrane. The molecular alterations in this polypeptide are associated to spherocyte formation.
Spherocytic red cells have osmotic fragility , and are more lable to undergo lise and splenic
sequestration, which decreases their life span. Band 3 protein is also expressed in the kidney, in the
basolateral membrane of the cortical collecting duct intercalated alpha cells, where it is responsible
for the bicarbonate reabsorption, compensating the acid secretion at apical membrane by the
H*ATPase vacuolar, and taking part in the fine regulation of the acid-base equilibrium. Both
erythrocyte and renal band 3 are isoforms of the same gene, which differ in transcription due to a
tissue-specific promoter. The first three exons are not present in the erythroid form of renal band 3
mRNA. The aim of this study was to investigate the molecular alterations and gene regulation, of
band 3 in hereditary spherocytosis in 5 families with band 3 deficiency. This study was based on the
screening of mutations and polymorphisms of the gene formerly mentioned, including the promoter
region, which might be involved in the pathophysiology of the disease. In order to detect the
molecular alterations, PCR techmique, single strand conformation polymorphism analysis,
subclonning and sequencing were used. The cDNA study was performed after the reverse
transcription of the mRNA extracted from the reticulocytes using RT-PCR. Another aim was to
investigate the renal alterations of patients with hereditary spherocytosis and band 3 deficiency, as
this protein is also expressed in the kidneys. Renal studies were performed using urinary
acidification tests and measures of. bicarbonate, urinary pH, acid titration and ammonia excretion
during the basal period and after furosemide stimulation. The sodium/lithium countertransport
activity in the red blood cells of patients with hereditary spherocytosis was also assessed, as it is an
indirect measure of the Na'/H" countertransport, which is involved in the intracellular pH regulation

of the erythrocyte and in the acid-base homeostasis of the organism, secreting acid and reabsorbing

Na* in the renal epithelium.
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Our results caracterized two novel mutations in the AEJ gene. The study of
Band 3 ™% 2 mutation at the splice donor site in the intron 8, revealed a bicarbonate loss by the
urine from patients and an increase in the sodium/lithium countertransport activity of their red blood
cells. The Band 3 P! i5 5 highly conserved arginine to histidine substitution in the transmembrane
domain. This is the second mmtation affecting the codon 490 of band 3, and could represent a hot
spot for mutations m the AE] gene. The red blood cells of these patients showed a reduced number
of sites for DIDS, the band 3 anion exchange inhibitor. Another mutation found was the Band 3
Mortefiore previously described. The study of the patient’s tubular acidosis revealed a new mutation
neighboring the kidney promoter in a child presenting incomplete distal renal tubular acidosis,
which might be associated with the kidney bicarbonate reabsorption defect. The acidosis study also
caracterized a novel polymorphysm in intron 3, the adenine 1233 deletion, with an allele frequency
of 0.34 in the 120 chromossomes analyzed. A sequence conflict (four guanines in the place of three
nt.1272-1274) was also verified in all subjects studied. The polymorphysm Asp38-—Ala (Darmstad)
was found in one patient with acidosis, but was not related with the disease. Finally, we concluded
that mutations in the band 3 gene may be associated with hereditary spherocvtosis and with
incomplete distal renal tubular acidosis, as the band 3 isoforms are expressed in the red cells and in

the renal o-intercalated cells. We suggest that the proton excretion mechanisms, as the Na'/H*

exchanger or the vacuolar H'-ATPase, might be activated to compensate the basal bicarbonate loss

by the kidney.

In order to perform protein interaction studies, we have subcloned the entire cytoplasmic
domain including part of the transmembrane segment of phospholipid scramblase from the
following human ¢DNA tissues: brain, testis and spleen. The cDNA sequence of phospholipid

scramblase used in the two-hybrids system caused auto-activation, a common reason for failure of

two-hybrid screens.
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A membrana plasmaética do eritrécito

A mermbrana plasmaética de eucariontes é composta predominantemente por duas classes de
fosfolipides: fosfatidilserina e fosfatidiletanclamina sdo derivados de amincédcidos e se dispdem
essencialmente na camada voltada para o interior da célula, ¢ a fosfatidilcoling ¢ esfingomielina,

derivados da colina, esto mais presentes na camada voliada para o meio extracelular (ZWAAL &

Tl

SCHROIT, 1997). Esta localizacho seletiva tornz as biomembranas assimétricas ¢ este estado
estabelecido e mantido por mecanismos que controlam o movimento dos fosfolipides através da
bicamada lipidica, também chamado “flip-flop”.

As proteinas presentes nas membranas ditam o quanto estas sfo especializadas, sendo que 2
medida que aumenta a guantidade de proteinas em relacdo aos lipides, as membranas tornam-se
mais especializadas, devido as proteinas exercerem fungGes bioldgicas.

Entre as membranas plasmadticas ou celulares, uma das mais estudadas é a da céEuia vermeltha
sanguinea (eritrécito, hemacia ou gldbulo vermelho) que transporta oxigénic dos pulmes para os
tecidos, € retorna diéxido de carbono dos tecidos para os pulmdes. O eritréeito de mamiferos ndo
tem niicleo nem membranas internas e portanto, ¢ uma ‘“bolsa” que contém essencialmente
hemoglobina ¢ relativamente poucas outras proteinas intracelulares. Geralmente a célula adota a
forma de um disco bicdncavo com 7 Um de difmetro que € muito flexivel, podendo passar por
capilares com difimetros muito menores (DARNELL e col, 1995).

Em 1971, todas as proteinas da membrana da hemdcia foram separadas e analisadas num
sistema de eletroforese em gel com gradiente de poliacrilamida, descrito por FAIRBANKS, STECK
e WALLACH.

Nas décadas de 1970 e 1980 as proteinas de membrana foram caracterizadas
bioquimicamente, e na dltima década, com a difusfo das técnicas de biologia molecular, a maioria

delas teve seus genes clonados,
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A protefna banda 3

O transporte de CO, ocorre dissolvido no plasma e no interior do eritrécito ligado i
hemoglobina, na forma de carboxihemoglobina, ou convertido pela enzima anidrase carbbnica a
dcido carbbmico (HCOs), que por sua vez se dissocia em fons H' e bicarbonato (HCO; .
Aproximadamente 1/3 do transporte de CO, ocorre na forma de bicarbonato gue € trocado pelo
dnion cloreto (C1) através da soforma eritrocitéria da protefna banda 3 da familia de genes de
trocadores de nions (Anion Exchanger -AET) (TANNER, 1993).

A proteina banda 3 do eritréeito (EPB3J), assim chamada por ser 4 terceira protefna a migrar no
gel de Fairbanks, € a principal glicoproteina integral da membrana, totalizando de 25 a 30% da
massa protéica da membrana purificada (LOW, 1986; JAY & CANTLEY, 1986; TANNER, 1993).

A banda 3 possul 911 aminocéacidos e consiste de um dominio citosélico N-terminal de 43 kDa
e um dominio transmembrana C-terminal de 52 kDa, que atravessa a membrana até 14 vezes (JAY
& CANTLEY, 1986; TANNER, 1993; POPOV, LI & REITHMEIER, 1999).

O dominic citoplasmdtico possui sitios de ligagdio para vérias protefnas, algumas
citoplasmdticas e outras associadas 3 membrana. Estas proteinas incluem (1) catalase, (2)
hemoglobina, (3) enzimas glicoliticas (G3PDH, aldolase e fosfofrutoquinase) cuja atividade &
modulada através da fosforilago do aminodcido tirosina 8, (4) hemicromos que sfo produzidos pela
oxidacBo e denaturacdo da hemoglobina, (5) anquirina cuja ligacio com a banda 3 ancora o
citoesqueleto na bicamada lipidica, e (6) proteina 4.2 e proteina 4.1 cujas associacBes com o
dominio citoplasmatico da banda 3 t&m implicagdes na estabilidade da membrana do eritrécito
(LOW, 1986; RYBICKI, MUSTO & SCHWARTZ, 1995; HASSOUN e col., 1998).

C dominic transmembrana € capaz de mediar a troca de &nions, permitindo o efluxo de
bicarbonato da c€lula na troca pelo cloreto (JENNINGS, 1992). Participa na regulagio de pH e
volume intracelulares (HOFFMANN, 1986; JENNINGS, 1992;: WANG e col., 1994: FIEVET e col.,
1995), e pode ser canal de dgua e uréia (TOON & SOLOMON, 1994). Este dominio também possui
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aminodcidos capazes de gerar antigenos de senescéncia celular (KAY, 1984; GIGER e col, 19853,

A banda 3 apresemta cerca de 1,2x10° copias por céhla (FAIRBANKS, STECK &
WAILLACH, 1971). O gene da banda 3 (Anion Exchanger -AE], SLC4A I, EPB3) estd localizado no
cromossomo 17g21-gter, e possui 20 exons e 19 introns (SCHOFIELD e col., 1994; SAHR e col.,
1994; N® de Acesso ao GenBank: X77738).

Mutagbes em proteinas da membrana eritrocitdria t8m sido associadas a viérias alteracBes
morfol6gicas, entre elas a esferocitose hereditdria, que decorre de alteracBes nas interacBes entre as
proteinas da membrana (IOLASCON e ¢ol., 1998).

A familia de genes de trocadores de dnions CI/THCO5™

A banda 3 pertence a uma familia de trocadores de 4nions presentes em membranas plasméticas
distribuidas emn vérios tecidos de mamiferos (KOPITO, 1990 & ALPER, 1991). O trocador de dnions
tipo I ou AE] € expresso nas hemidcias, rins (SCHOFIELD e col,, 1994}, e possivelmente no coracio
(RICHARDS e col., 1999). Nos rins, a banda 3 est4 presente na membrana basolatera] das células -
mtercaladas do tubo coletor cortical onde participa da reabsorcio de bicarbonato, compensando a
secregdo de H' na membrana apica! (KOLLERT-JONS e col., 1993),

O trocador de &nions tipo 2 (AE2) teve seu ¢DNA clonado de rins humano por Gehrig e col, em
1992, Variantes do mRNA slo expressas em todos os tecidos, sugerindo um papel basal
"housekeeping” como a regulacdo do pH intracelular ou volume celular. Porém, em ratos, a super-
expressio de isoformas truncadas em alguns tecidos indica que a proteina pode servir também para
fungbes mais especializadas em células polarizadas (WANG, SCHULTHEIS & SHULL, 1996), e no
6rgdo de Cortl (NEGRINI, 1995).

O gene que codifica a isoforma AE2 humana foi mapeado por hibridizacio “in situ” no
cromossomo 7q35-7q36 (KOPITO, 1990). Nos rins de rato, 0 mRNA AE2 estd presente no cortex,
medula interna e externa, compative] com o papel postulado da AE2 na manutenciio de pH intracelular

e concentragio de Cl” e sua participaco no transporte transepitelial (BROSTUS, 1995).
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O gene AES € expresso em cérebro e em coragdo (KOPITO e col., 1989). Em ratos, as duas
isoformas também divergem na regifio N-terminal, sendo gue a protefna cardiaca contém uma
sequéncia N-terminal tinica de 73 aminodcidos que substitui os primeiros 270 aminodcidos da
isoforma cerebral (LINN, KUDRYCKI & SHULL, 1992). O gene AE3 de coracdo humano foi o
dltimo membro da familia AE a ser clonado (YANNOUKXAKOS e col., 1994).

A associaco CI/THCO3 e Na'/H™

A manutencio do pH intracelular pode ser considerada como o resultado da atividade de
trocadores de cdtions (Na'/H') e irocadores de 4nions (CIVHCO;) operando nas células
(HOFFMANN, 1986). O contratransporie de sédio e litio apresenta similaridade com o
transportador Na'/H" (MAHNENSMITH & ARONSON, 1985; SEMPLICINI e col., 1989}, sendo
utilizado como um método de avaliacio indireta da troca s6dio/hidrogénio (IVES, 1989), e estudado
como marcador de predisposicBo 2 hipertensdo essencial (CANESSA e col, 1980
MAHNENSMITH & ARONSON, 1985; IVES, 1989 ¢ HUOT & ARONSON, 1991) e nefropatia

diabética, principalmente em pacientes com mau controle glicdmico (KROLEWSKI e col, 1988:;

MANGILI e col., 1988; LOPES DE FARIA, 1992).

A banda 3 em diferentes espécies

A banda 3 isolada de rato (KOPITO & LODISH, 1985; KUDRYCKI E SCHULL, 1989),
camundongo (KOPITO, ANDRESSON & 1LODISH, 1987), galinha (COX & LAZARIDES, 1988),
e humano (TANNER, MARTIN & HIGH, 1988%; LUX ¢ col, 1989) apresenta 85 a 90% de
homologia no dominio transmembrana, embora o dominio citoplasmético seja menos conservado.

Em resumo, a banda 3 € a proteina mais estudada entre os membros da familia de trocadores
de &nions, em consequéncia da sua rapida caracterizacic bioquimica (FAIRBANKS , STECK &
WALLACH, 1971; JAY & CANTLEY, 1986; LOW, 1986) e determinagfio da sua sequéncia
(KOPITO & LODISH, 1985).

A partir de 1992 comecaram a ser caracterizadas mutacBes no gene AEJ associadas a
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esferocitose hereditdria (tabela 1) e em 1996 outro grupe de mutacBes foi associada a acidose
tubular distal renal familiar. Isto fez da banda 3 um excelente modelo de estudo da estrutura e
funcdo de proteinas de membrana (JAY, 1996).

Esferocitose hereditaria (EsH)

Sob a denominagfo de esferocitose hereditéria define-se um grande grupo de anemias hemolfticas
caracterizadas pela forma esférica do eritréeito. A BsH foi descrita pela primeira vez por Minkowski
em 1900 e Chauffard e colaboradores em 1907 e rapidamente foi identificada como uma doenca com
transmisso hereditaria (PALEK & LAMBERT, 1990; LUX & PALEK, 1995 e DELAUNEY, 1995).

Gradualmente, vérias linhas de evidéncia indicaram que o defeito primério estaria na membrana
da hemacia. A frequéncia da EsH na populagiio geral é estimada em 1/2000-1/5000 nascimentos, sendo
mais frequente em caucasdides que em negréides. Além das manifestacdes tipicas de hemdlise, estes
pacientes podem desenvolver ainda complicacfes como colelitfase, crises apléstica ou megalobldstica,
dlceras de perna, hemopoese extramedular e sobrecarga de ferro (PALEK & LAMBERT, 1990; LUX
& PALEK, 1995).

Varios graus de deficiéncia de espectrina sio detectados na maioria dos pacientes com EsH
(AGRE e col., 1986), mas o defeito molecular é heterogéneo e nio envolve apenas a espectrina, mas
também a anquirina, a banda 3 e a proteina 4.2. A analise da composicio das protefnas de membrana
através de SDS-PAGE evidencia, em cerca de 60 % das EsH, anormalidades bioquimicas gue podem
ser divididas em 4 categorias: 1) deficiéncia de banda 3; 2) deficiéncia combinada de espectrina e
anquiring; 3) deficiéncia isolada de espectrina; 4) deficiéncia de proteina 4.2 (SAAD e col., 1994; LUX
& PALEK, 1995 e DELAUNEY, 1995).

Defeitos moleculares da banda 3

A deficiéncia parcial da banda 3 tém sido descrita num subgrupo de pacientes com EsH de
transmissdo dominante (SAAD e col.,, 1991; LUX & PALEK, 1995; DELAUNEY, 1995}, entretanto

defeitos na banda 3 s30 2 a 3 vezes menos frequentes do que no gene da anquirina. Até

26




recentemente, todas as mutacdes demonstravam fendtipo de pequena gravidade e heranca
dominante.

A primeira alteracdio molecular observada no gene da banda 3 foi um polimorfismo Lys 56 —
Glu, denominado Banda 3 ™™™ (MUELLER & MORRISON, 1977 e JAROLIM, RUBIN & ZHAI

col., 1992). Este polimorfismo também foi encontrado no primeire defeito da banda 3 associado 2
EsH, descrito sm 1992, a Banda 3 1959002 pry 327—Arg. Curiosamente, este defeiio fol encontrado
emn um caso de deficiéncia de proteina 4.2, secunddria & perda do sitic de ligacio da proteina
banda 3 anormal (JAROLIM, PALEK, RUBIN e col,, 1992).

MutacOes graves com criacBo de codons de terminacdc prematuros ou desvios de leitura
podem ogorrer em qualquer regio do gene, causando completa auséncia da expressfo da proteina
mutante.

Em 1994, Jarolim e col,, descreveram uma duplicac@o de 10 nucleotideos (2.455-2.464), que
produziv um C-terminal alterado na protelna que possivelmente ndo € inserida na membrana
plasmatica denominada Banda 3 "™, emuma familia com EsH autossdmica dominante.

Em seguida, 0 mesmo grupe de estudo mostrou que mutacdes no dominio da membrana em

argininas conservadas evolutivamente (Banda 3 "9%¢ %0 p750_W, Banda 3 ™ I R760-(Q,
Banda 3 197 R80O8-—-C, e Banda 3 Freeve RB70—W), também estavam associadas ao fendtipo de

EsH. Estes achados sugerem que estes aminodcidos sfo importantes para insercdo da proteina na

membrana ou para a manutencdo da conformacio da estrutura protéica (JAROLIM e col., 1995).



Foram ainda caracterizadas outras mutagbes tanto no dominio citoplasmatico ({abela 1a) com

%

no dominto transmembrana {tabela 1b).

Tabela 1a- Mutaces no gene da banda 3 associadas 3 esferacitose hereditiria

Dominic CHoplasmitics

Banda 3 Posighs MUTACAO Referfneias
Banda 3 Exon 2 Mucleotidec -89 G —» A Alloisio s col., 1996
Banda 3 Momeiors Exomn 4 Glu 40 — Lys Ryhicki e col, 1993
RBandg 3 o8P Exou 4 Mt 311 delegfio de C {codon de terminagio  Miragha dei Giudice
premanrc) geol, 1997
Banda 3 50 Exon 5 Nt 355 deleco de T Dhermy e col., 1997
Banda 3 7090 Exon 3 Trp 81 — Stop codon Jarolim e col., 1996
Banda 3 Mol Exon 5 Nt.447 insercdo de T {codon de termunacio  Miraglia del Gindice
PrETnANG g ook, 1997
Banda 3 Pk Exon 6 Gly 130 — Arg Inous & col,, 1998
Banda 397 Exon 6 Arg 150 — Stop codon Alloisio & col., 1996
Banda 3 Mot Bxoné Delec8o dos codons 117-121 Jarohim g col., 1996
Banda 3 Woreser Exon 7 Insergfio de nm G nos codons 170-172 Jarolim & col., 1996
Bandg 3 Cmenes Infron & G+1 — T Deleclic do exon 8 Lima & col., 1997
Banda 377 Exon 9 A1 285 > Asp Jarolim & col., 1996
Banda 3 Piveon Fxon 9 insergiio de um C nos codons 273-275 Jarolie e col, 1596
Banda 3 TP Exon 10 Pro 327 — Asg Jarolim ¢ col,, 1992
Banda 3 "0 Zxon 10 Gin 330 > Siop codon Jenkins & col, 1996
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Tabela 1b- Mutaches no gene da banda 3 associadag a esferocitose hereditaria
T, Pl " g wn s ovs chn b e
Dominic Transmembrana
Eamﬁa 3 Posicdo MUTACAG Befertneias
Banda? ™™ imgop 12 (Gl-s A Jarolim e col, 1996
Banda 3 P Exon 12 Nt 1475 deleclio de G Dhermy e col., 1997
Banda 3 ™™  Exon 12 Glv 435 -3 Gl Jarolim e col, 1996

Banda 3 ©" Exon 13 Val 488 — Met (GTG — ATG) Alioisio 2 col., 1993
Banda 3 P! Exon 13 Arg 490 — Cys Dhermy & col., 1997
Banda 3 ™ Exon 13 Arg 490 -» His Lima e col, 1999
Banda3 ™ Exon 13 Nt 1600 delecio de T Dhermy e col., 1997
Bande 37" Exon 15 Delegio no codon 516 ATC — AT Jarolim e col., 1996
Banda 3 7Y Exon 15 Tvr 628 ~» Stop codon archim e col., 1996
Banda3 ™" Exon 16 Delegfio de G dos codons $46-647  Jarolim e col, 1996
Banda 3 7 Eson 17 Leu 707 — Pro Jarolim e col., 1954
Banda 3 7™ Exon 17 Gly 714 -» Arg Kanzaki & col,, 1997
Banda 3 %" Exon 17  Arg 760 ~ O Jarokim e col., 1995
B3 Frede kRl mxon 17 Arg 760 -» Tip Jarolim s zol., 1995
Banda 3 7™ Exon 13 Duplicacfo Nt 24552464 Jarolim e col., 1994
Banda3 “™  Exon 18  Gly 771 — Asp Maillet 2 col,, 1995
Banda 2 V™1 Hxon 18 118783 — Asn Miraglia del Giudice e col,, 1997
Banda 3 ™™ Exon 18 Arg 308 — Cys Jarolim ¢ col., 1993
B3 Birmingham Exon 19  His 834 — Pro Jarolim & col., 1996
R FhlddpbE gyon 19 Thr 837 — Mat Jarclim & col., 1596
Banda3 ™% Exon 19  Thr837 —» Ala Fwass & col., 1598
Banda3 7 Exon19  Arg 870 —» Tip Jarolim = col., 1995

O quadro clinico ¢ hematolégico dos pacientes com EsH e deficincia de banda 3 ¢
homogéneo porém, em algumas familiss, alguns individucs apresemtam discreta plora das
manifestagfes clinicas e deficiéncia de banda 3 mais pronunciada. U exemplo ¢ o polimorfismo na

na regifio 3 UT do gene da banda 3, que ocasiona menor expressio

ity

ste alelo, descoberto em 1996 por ALLUISIO ¢ col., foi denominade Genas e

se pcorrer em frans & uma mutagdo que determine EsH, leva 4 plora da expressio do defeito,
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Até ha pouco tempo postulava-se que mutaches em homozigose no gene AZ/ seriam letais, no
entanto, Inaba e colaboradores, em 1996, descreveram a deficiéncia total da protefna banda 2 em
gado com esferocitose hereditéria e acidose leve mas eficiente secreciio de H' pelos rins. Entretanto,
até o momento hd poucos estudos de funcdo renal em humanos com EsH e deficifncia de banda 3
(JARCLIM £ col, 1996, LIMA ¢ col, 1997).

Recentemente, Ribeiro e colaboradores, em 1997, descreveram uma pacienie homozigota para
Banda 3 O™ A crianca, nascida em 1996, tem acidose tubular renal, esferocitose hereditiria
grave, mas estd bem, recebendo transfusdes regulares e bicarbonato de s6dio diariamente.

Em 1998, Perrotta e colaboradores descreveram outra mutacio em homorzigese no segundo
fitho de um casal consanguineo. Esta mutagdo, localizada na posicio +2 do sitio doador de clivagem
do intron 2, foi denominada Banda 3 ™¥ e produz anemia grave em homozigose. De acordo com
a posicdo desta mutacdo, i8to €, no intron 2, a acidificag@o urindria distal da crianca era normal
(PERROTTA e col,, 1998). Estas observacdes confirmam que a homozigose para o tipo dominante
de esferocitose hereditaria associada com deficiéncia de banda 3 pode ser compativel com a vida.

A expressdo clinica mais grave da doenca estd associada a substituices de aminodcidos
conservados ou essencials para a manutengio da conformacio da estrutura protéica, a mutacBes sm
homozigose (RIBEIRO ¢ col., 1997 ¢ PERROTTA e col., 1998)ou 2 associacio de mais de uma
mutacao em frans no mesmo gene (ALLOISIO e col, 1996, KANZAKI e col, 1997). Por outro
lado, duas mutacbes em homozigose foram associadas 4 anemia hemolitica leve (RYBICKI ¢ col.,
1993 ¢ INOUE e col, 1998). Ambas sdo substituicbes de ponto localizadas no dominio

citoplasmatico da banda 3 e parecem alterar a ligagio da banda 3 com a protefna 4.2,



¢ 2 sua presenga na membrana basolateral de céiulas alfa

intercaladas do tubo coletor cortical, conterindo a estas células a capacidade de reabsorver HU

participande da regulagio

INNER, 1995).

¥igura 2- 4 Célula w-imtercalada: 2 fgura ilusira o papel fsioléeico da proteina Danda 3 na

tubular. A proteing banda 3

homeostase acido-Disics
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4 banda 3 nos ring difere da isoforma sritréide por ser truncada na regific N-terminal, referents
Do gi

%

aos exons 1, 2 e 3. Alribul-se esta diferenca & presencga, no imtron 2, de um potencial promotor

alternativo que possivelmentes atua nos ring (SAHR e col., 1994),

Figura 3- A estrutura do gene da banda 3: A banda 3 eritrocitéria é constituida por 20
sxons enquanto que a woforma renal € truncada pa regifio N-terminal devido 2 presenca de um

promotor tecido especifico localizado no intron 3,

Cuira diferenga ¢ que a isoforma renal da banda 3 nfio se liga 3 anquiring, em ensaios “in vitre”
(DING, CASEY & KOPITC, 1993, WANG e col,, 1995). Por outro lado, o dominio ciioplasmaético da
isoforma renal se liga a "kanadaptin®, uma proteina provavelments envolvida no dirscionamento das
vesiculas contendo banda 3 para seu destino final, enquanic a isoforma eritrdide nfo se iiga 2 ssia

proteing (CHEN ¢ ool 1998).

£

A sequéncia de DNA derivada da clonagem da extremidade 5' do mRINA da isoforma 4£7 de rim
humano mostrou claramente que 2 regifio 5’ afo traduzida compreende parte 4G infrom 3, o exon 4
completo, seguide pelo sxon 5 que contém 2 metionine- 66 como o sitic de iniciagio da radugio
(KOLLERT-JOME ¢ col., 1993). Esta isoforma N-terminal truncada presente na membrana hasolateral

das células alfa intercaladas também € expressa em oncocitoma renal, sende um marcador especifico

com potencial para aplicaglo diagnostica do oncocitoma (RONSIB & BROMLEY, 1994}
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Sua expressdo em tibulo distal estd associada com a funcio de compensar a secrecio de dcidos
na membrana apical das células alfa mtercaladas, reabsorvendo o HCOs:™ para o sangue. Em condicdes
normais, para manter o equilibric dcido-bisico, os rins devem reabsorver todo ¢ HCO;™ filtrado no
glomérulo, e excretar uma quantia de 4cido igual & produzida pela geracio metabdlica de prétons.
Cerca de 90% da reabsorgio de HCO;™ ocorrerd em tibulos proximais, 5% em alca ascendente ¢ 5%

em tdbulo distal onde ha o ajuste fino do pH sanguineo e urindrio (GLUCK, 19%2).

DeFranco e col, em 1995, relataram a depleco total da H-ATPase vacuolar, concomitante

com a auséncia da banda 3 em tdbulo coletor de um paciente com acidose tubular distal

hipocalémica e sindrome de Sjogren.

Resultados preliminares deste estude (LIMA e col, 1996) levantaram 2 hipdtese de que a
deficiéncia de banda 3 nos rins levaria & menor reabsorcio de HCO; em células alfa intercaladas,
causando perda de &nions. De fato, Cope e colaboradores, no mesmo ano, relataram pela primeira
vez uma mutacao no gene da banda 3 associada com acidose tubular distal renal familiar. A
descricdo completa deste caso foi publicada posteriormente (BRUCE e col., 1997). Ainda em 1996,
Inaba e colaboradores descreveram um tipo de gado bovino com total deficiéncia de banda 3,

apresentando também acidose leve mas eficiente secre¢io de H pelos rins.

A descricdo de excrecdo anormal do bicarbonato pelos rins em pacientes com esferocitose
hereditdria com a mutacdo Banda 3 Campinas (1 TMA e col., 1997), e de acidose tubular renal distal
incompleta co-herdada com a mutagdo Banda 3 ™™™ (RYSAVA e col, 1997) implicaram pela

primeira vez, a banda 3 em alteracdes na homeostase 4cido-base em seres humanos.

Finalmente, em 1998, Karet ¢ colaboradores associaram mutag3es no gene AE] com acidose
tubular renal distal autossdmica dominante, e descartaram defeitos neste gene na doenga recessiva,
mas em seguida foram descritas novas mutacdes no gene AE/ em acidose tubular renal distal

recessiva (TANPHAICHITR, e col., 1998).
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(bietivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi analisar o envolvimento da banda 3 na esferocitose hereditdria
através do rastreamentc do gene AE/ em pacientes com esferocitose e deficiéncia de banda 3,
avaliar a participac@o da isoforma renal da banda 3 em individuos com esferocitose hereditéria e
defeitos na banda 3 pela investigacfio das alteracGes renais destes pacientes.

Avaliar a participaciio da banda 3 na fisiopatologia da acidose tubular renal distal através da
inclusfo, no rastreamento, de um segundo grupo de pacientes, sem defeitos na hemdcia, mas com
dificuldade para acidificar a urina mesmo em condigBes de acidose metabdlica, classificados como
portadores de acidose tubular renal distal.

Foi também objetivo padronizar o ensaio duplo-hibrido usando o ¢DNA da enzima
“scramblase” como isca para buscar novas proteinas da membrana eritrocitdria. Este estudo foi
realizado em colaboragic com o “Department of Biomedical Research, St. Elizabeth's Medical
Center, Tufts University School of Medicine, Boston, MA”, sob supervisdo do Dr. Hani Hassoun,

MD.
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Ohbjetivos Especificos

Assim, o primeiro objetivo foi investigar as alteracdes funcionais e moleculares da membrana
eritrocitaria em pacienies deficientes de banda 3 nfio relacionados, através da:

1. Caracterizacio do defeito molecular envolvido na deficiéncia de banda 3 em pacientes com
esferocitose hereditéria;

2. Investigacio de possiveis defeitos no promotor eritréide do gene da banda 3:

3. Avaliag8o da capacidade de acidificagfo tubular distal de pacientes com EsH e deficiéncia
de banda 3;

4. Estudo do contra-transporte de sédio e Iitio em hemdcias de pacientes com EsH, uma vez

que este estudo € uma medida indireta do contra-transporte fisiolégico de Na'/H",

G segundo objetivo deste trabaltho foi analisar o envolvimento da isoforma renal da banda 3 no

equilfbrio acido-bésico através de:

1. Rastreamento de mutagdes no gene da banda 3 em pacientes com acidose renal tubular

distal;
2. Investigac@o de defeitos no promotor renal do gene da banda 3, localizado no intron 3;

3. Investigac@o das alteracdes renais de pacientes com acidose renal tubular distal.
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CASUISTICA
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ESFEROCITOSE HEREDITARIA

Foram selecionados pacientes com EsH e deficiéncia de banda 3, atendidos no hemocentro da
UNICAMP. O diagnéstico de EsH foi baseado na histéria familiar de hemdlise, caracterizada por
presenca de esferdceitos em sangue periférico, aumento do niimero de reticulbeitos, da bilirrubina
indireta e esplenomegalia, aumento da fragilidade osmdtica das hemacias (relagio superficie/volume
diminuida) e teste de Coombs direto negativo.

O diagnéstico de deficiéncia de banda 3 foi realizada apds a caracterizacio bioquimica das
protefnas da membrana eritrocitria através de SDS-PAGE corado pelo azul de Coomassie. Cinco
pacientes, sendo quatro no relacionados, foram inclufdos no estudo.

Os dados clinicos ¢ laboratoriais dos pacientes e familiares estfio apresentados na tabela 2,
sendo que, 0s cinco pacientes inclufdos no inicic do estudo estfio apresentados em negrito. Foi
também incluido no estudo, uma paciente com EsH e deficiéneia de anquirina. A caracterizacio
clinica e laboratorial deste paciente também estd apresentada na tabela 2.

Aspectos Eticos: O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue estocadas por
ocasiao da coleta para investigacio diagnéstica. O estudo remal s6 foi realizado com o
consentimento do paciente, apds ampla explicacdo do procedimento a ser realizado e nfic
apresentava TiscC para oS pacientes. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de

fitica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.
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Tabela 2— Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com esferocitose hereditiria e dos

familiares estudados

Individue Idade Hbg/dL MCV  MCHC  Reticc.  Contedido Relativo pHu

1 g/dl. <107/ da Proieina

1 67 16,1 160 3 247 71% Banda 3 ND
2 22 14,1 84 32,2 57,4 100% Banda 3 ND
3 21 14,4 87 32,7 35,5 100% Banda 3 ND
4 21 12,9 89 31,5 41,3 93% Banda 3 ND
L1 58 13,4 87 32,9 416,5 78% Banda 3 ND
iL1 36 12,4 91 32,5 544,70 75% Banda 3 6.8
L2 32 12,7 87 33,3 543,12 79% Banda 3 6,5
AT 41 14,9 20,1 37,0 137,80 70% Banda 3 7.8
A2 20 13,1 90 34,8 178,9 79% Banda 3 ND
A-3 16 11,5 90 35 186,1 80% Banda 3 ND
B 28 12,2 96,5 37,2 338,3 §7% Banda 3 5,7
C 66 13,7 84 34 126,9 76% Banda 3 ND
C-1 38 15,2 89,9 33,8 46,8 100% Banda 3 6,3
C-2 40 14,3 88 37,2 222.4 74% Banda 3 5.4
Cc-3° 34 16,1 92 36 50,3 79% Banda 3 5,3
Ank® 20 13,7 78 35,6 59.28 70% Anquirina ND

¥ Esplenectomizados

Ank- Paciente com esferocitose hereditédria e deficiéncia de anguirina incluido apenas no estudo do

contratransporte de sédio e itio.
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ACIDOSE RENAL TUBULAR DISTAL

Foram selecionados pacientes com acidose renal tubular distal atendidos no ambulatério de

Nefropediatria do HC da UNICAMP.

(O diagnéstico de acidose renal tubular distal foi baseado em dados clinicos apresentados na

tabela 3, em dados laboratoriais apresentados na tabela 4 e em exames de imagens.

Foram estudados 5 pacientes, sendo um paciente portador de acidose tubular distal tipo IV
(R.A C.), 3 portadores de acidose tubular distal classica ou tipo T (AF, LIS e RDEA) e um

portador de acidose tubular distal incompleta (RN.C.).

Na acidose renal tubular distal tipo I e na acidose renal tubular distal incompleta, o defeito
pode estar na secrecdo de prétons pela protefna H'- ATPase vacuolar das células alfa intercaladas, ou
na banda 3 presente neste subtipo de células renais. A acidose tubular renal distal tipo IV € causada

pela falta de efeito da aldosterona a nivel do receptor ou pela falta de eletronegatividade adeguada

do pibulo renal.

UNICAMY
4IBLIOTECA CENTRA.
QpCAO CIRCULANT
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Tabela 3- Dados clinicos dos pacientes com acidose

Paciente

Sexo

Edade

Histérico

Z score

AL,

F

10a

Antinia hd 2 dias associada a dor abdominal. AP.- com 2 anos
internada por pneumonia; 5 anos - pneumonia + nefrite (dispnéia
sem febre) tim. ¢/ homeopatia. A.F.- pais saudaveis, irmo (16a)
sadic. Paciente ¢/ bom desenv. intelectual. Exame de entrada;
Estatura=127 cm, Peso=20Kg, PA=130/70, FC=110, FR=32, mau
estado geral, moderadamente descorado (++/4). Respiracio
acidética, hidratado s/ ocuiras anormalidades clinicas. Diurese
24hs= 270ml. Evolucio: Instalagic de didlise peritonial
intermitente & na evolucfo para didlise peritonial ambulatorial
continua (CAPD)

P/--2,35
BEA-—1,6
P/E--2,28

L.LS.

1a2m

Encaminhada para investigacio de baixo ganho ponderal. Bom
nivel sécio-econdmico.Parto normal P=3150g Tem trocado tipo
de leite visto que desde os 6 meses ndo ganha peso. Parece que
tem muita sede. Desenvolvimento motor- fica em pé mas nio
anda. P=6310g, Estatura=63cm, FC=110, FR=30, PA=10/7. Bom
estado geral, corada e hidratada. Sequéncia de investigacio:
Refluxo gistrico esofdgico/ endoscopia digestiva alta/ dosagens
hormonais/ idade dssea - sugestiio de raquitismo — suspeita de
acidose metabdlica

P/- 3,58
E/- —4.69
P/E--042

R.N.C.

i0m

RN pré-termo ¢/ peso adequado 2 idade gestacional (P=1620g) e
artéria umbelical dnica. Ganhou peso no bergério e teve alta ¢/ 35
dias de vida (P=2210g). Retornou ¢/ 10 meses ¢/ queixa de fala
de ganho de peso. Crianga apresentou durante o periodo 3
internacdes (pneumonia, diarréia), mora na creche e segundo
informante, tem boa oferta alimentar. MZe usuaria de drogas.
Peso atual=4130g, Estatura=38,3 cmm

P/1- 5,54
EA- 4,0
P/E-~3,5

R.A.C

Zm

Ha 15 dias ¢/ v&mitos e perda de peso. Na investigacio Urina I ¢/
glicostria e ultra-som ¢/ malformacdes do trato urindrio. AP-
gemelar 2, Peso ao nasc. 2780g, AF-nada digno de nota, P3550g,
Estatura=54cm, FR=38. Bom estado geral, hidratado, corado, s/
outras anormalidades. Em vista dos valores de uréia/creatinina e
sédio/potdssio foi pensado em acidose tubular remal tipo IV,
assoclada & malformagdes do trato urindrio (esta acidose é
causada por falta de efeito da aldosterona-receptor, ou por falta de
eletronegatividade adequada do tibulo renal)

Pfl--2,6
EA--2,12
P/E--1,65

RDEA

3a
10m

Ha 3 anos apresentou infeccioc dentdria, ¢/ formacio de abcessos.
Septicemia ¢/ foco inicial imputado 2 infecgfio dentdria. Nesta
época, entre outros dados foi constatada hipertensio arterial,
insuficiéncia renal aguda cf acidose metabélica. Mesmo apés alta
manteve acidose metabélica, calcemia { e P4

P/I- -2,08
EA--22
P/E- 0,5

Z score- intensidade de desvio (+ quando maior que a média e — quando menor que a média) dos valores
médios das relagdes do peso com a idade (P/I), estatura com 2 idade (E/T) & do peso com a estatura (P/E). Os
valores médios so definidos a partir de curvas de crescimento consideradas como ideais (NCHS-padrdo

americano ou da curva de crescimento de Santo André- padriio nacional).
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Tabela 4- Caracterizacdo laboratorial da acidose

Paciente | Gasometria |Eletrdlitos | Qutros Interpretacfio Final

AF pH=7.28 Na*- 132  |Uréia- 423 Paciente chegou ao servico em IRC, fase terminal
pC0.=23,0 K51 Creat- 12,4 {clearance de creatinina de 4,0 mifmin/1,73m").
HCOp=11,0 iCa™- 54 |{Urina - pH-80 Nestas situagles o diagndstico etiolégico da IRC
BE=-13.6 P. 60 Dens.- 1020 somente pode ser de suposicio. Devido a presenca de
Glicose- 3,4 g/L desenv. pondero-estatural intensamenie diminuido e
Proteina- 6 3 g/l nefrocalcinose bilateral, foi feila a suspsita de
’ acidose tubular distal tipo I ou displasia renal. A
hipdtese de doenca glomerular € pouco provavel pois
nic hé antecedenies de envolvimento renal no
paciente, nem na familia, sendo pouco freguente o

encontro de nefrocalcinose.

1is pH=7,21 Na‘- 142 | Uréia- 33 Caso tipico de acidose tubular distal tipo 1 {(cldssico).
pC0=27,7 K27 Creat-0,44 Retardo de ganho de peso, acidose metabélica,
HCOs=11,3 |Ca™ 83 |Urinal- pH-7.0 hipopotassernia, hipercalcitiria ¢ nefrocalcinose. Raio
BE=-12.2 P-30 Dens.- 1010 X com anormalidades semelhantes a raquitismo.

Protefna- 0,3 g/l Oima evoluclo com im com bicarbonato.
FA-2033

RNC pH=7.34 Na® 140  [Uréia- 20 Paciente ¢/ baixo ganho ponderal, condicio social
pCO=27,4 K43 Creat- 0,2 desfavordvel, apresentando acidose metabdlica
HCOs=15.7 {Ca™- 10 |Urina I- pH-6,0 recorrente {quando suspende alcalinizante), ¢/ pH
BE=-97 P-51 Dens.- 1020 urindric gue chegou a ser dcido (pF-3,3),

FEB=1% descartando acidose tbular renal distal cldssica, nfo
*FER=2.8 % sugerindo também acidose tubular renal proximal
! {fracdo de excregio de bicarbonato normal). E fato
FA-263 ne  entanto  gue  apresenton  durante o
acompanhamento do 1° p/ 0 2° ano de vida, acidose
metabdlica ¢ boa resposta a  alcalinizante
{6,0mEq/Kg/dia). Bateria de emros metabdlicos
negativa. Depois do 3° ano de vida n#o apresentou
mais acidose metabdlica, melherando

significativamente o ganho de peso.

RAC pH=7,39 Na’- 132  |Uréia- 66 Caso tipico de acidose tubular distal tipo TV, ou seja,
pCO=25.6 K76 Creat- 0,9 quadro de acidose, associado 2 maiformacio do trato
HCO;=15.7 Ca™- 11 Urina I- pH-6,0 urindrio, hiperpotassernia e estimulagfo do sistema
BE=.7 P-638 Dens.- 1010 renina-angiotensina-aldosterona. Melhora ¢ a

FEB=5.1% retirada da obstrogfio e com ¢ crescimento renal
Al dostérona 1200 {aumente do comprimento dos tibulos distais e

coletores). Nefrocalcinose  hilateral  (elevaciio
pg/ml grosseira da aldosterona)

RDEA |pH=7.1 Na’™ 132 | Uréia- 64 Acidose tubular distal tipo I
pCOy=25,3 K*-4,5 )

HCO4=9.1 Ca™.9.3 Creat- 1,6
BE=-172 FA- 1357

Ca™, P, Uréia, Creat- Valores plasmiticos expressos em mg %; Na*

*, HCO; e “Base excess’’- valores em

mEg/L; FA- unidades; FEB- fracio de excregio de bicarbonato: *realizado quando bicarbonato sérico = 22.0.
Aldosterona (normal- 40-310pg/ml)
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MATERIAIS E METODOS
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Caracterizacio das proteinas da membrana na esferocitose hereditiria

Extracfio das proteinas da membrana:

A extragio de proteinas da membrana eritrocitdria foi realizada de acorde com Dodge =
col., 1963, com pequenas modificagdes:

Apés coleta de 20 ml de sangue venoso em 25% do anticoagulante ACD (4cido cirico,
citrato de sédio, dexirose), e conservacio a 4°C por no méximo 3 dias (Wolfe, 1985), 5 ml do
rnaterial foi centrifugado a 400 x g, por 10 min., 2 4°C. O plasma e a camada de leucdcitos foram
removidos por aspiracdo e as hemdcias ressuspendidas em 10 volumes de PBS a 4°C (5 mM
NasHPOy4, 150 mM NaCl, 1 mM azida sédica; pH 7,5), para posterior centrifugacio a 400 x g,
por 10 min., a 4°C. Esta etapa fo1 repetida pelo menos 3 vezes. As hemdcias foram lisadas com

30 volumes de tampdo de lise 2 4°C (3 mM NagHPO4, 0,2 mM NaHoPOy, 0,1 mM EDTA, 0,1

mM PMSF; pH 8,0) e centrifugadas a 16.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante
contendo hemoglobina e o agregado de leucdceitos formado sobre ¢ "pellet” de membrana foram
removidos por aspira¢ic e a operagdo foi repetida até a obtencfo de "pellet” de cor branco leitosa.

As proteinas foram determinadas através de espectrofotometria, utilizando-se curva padrido
de soro albumina bovina em comprimento de onda de 595 nym (Bio-Rad Protein Assay baseado
no método de Bradford). As membranas contidas no ‘“pellet” foram solubilizadas em
aproximadamente o mesmo volume da solucdo: 10 mM EDTA; pH 8,0; 0,25 M tris-base; 5%
SDS; 1.25 M sacarose; 0,1 M DTT e 0,05 % de azul de bromofenol e fervidas por 2 a 3 min.

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

As proteinas de membrana foram fracionadas em gel de poliacrilamida contendo SDS: 30
ug de proteinas de membrana solubilizadas foram aplicadas em gel de gradiente exponencial de
poliacrilamida 3.5 a 17% (FAIRBANKS, STECK E WALLACH, 1971}, preenchido com
tampdo de corrida contendo 40 mM tris-base, 20 mM acetato de sddio, 2 mM EDTA, pH 74,

0.2% SDS, 0,008% de 2- mercaptoetanol e submetido 2 tensfo de 40 V por 16 horas. Foi
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utilizado aparato Hoefer modelo SE 400 e fonte Bio Rad modelo 1000/500. As proteinas foram
visualizadas através de coloracfo com 0,25 % de azul de Coomassie em 10% de 4cido acético e
45% de metanol e descoloragio com solugdo contendo 30% de metanol e 7% de 4cido acético. Os

géis foram secos em aparate Hoefer apds tratamento em solucdo contendo 1% de glicerol, 7% de

dcido acérico e 5% de metanol.

Densitometria das proteinas

A guantificacfo das proteinas de membrana foi realizada por densitometria (Hoefer modelo
GS 300). O célcule das diferentes dreas sob os picos de alfa e beta-espectrina, 2.1 ou anquirina,
banda 3, e proteinas 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 e na maioria dos
pacientes foram obtidas 2 amostras de sangue independentes. Para identificagio de eventual
deficiéncia das proteinas da membrana utilizamos a banda 3 como razio através do célculo: drea
total da protefna / drea total da Banda 3.

Para detec¢o de deficiéncia de proteina 4.1 ou 4.2, utilizamos o célculo: drea total

proteina 4.1 / drea total proteina 4.2. A padronizacio destas técnicas foi realizada previamente

ao estudo dos pacientes, através da analise de 30 individuos normais.

Caracterizac¢ao de mutac¢bes no gene da banda 3

Para identificacdo das mutacdes, o gene AE/ foi rastreado através da amplificacdo do DNA
gendmico pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), exon por exon, respeitando-se as regides
limftrofes dos introns (Tabela 5). Estes produtos foram submetidos a anélise de polimorfismo de
conformacio em fita simples (SSCP). Quando houve desvios de banda, em 2 experimentos
independentes, com diferentes PCRs, foi realizado o sequenciamento direto do produto de PCR
ou apés subclonagem em plasmideo. No caso da detecgio de mutacBes em sitios de clivagem, o

mRNA da regifo também foi subclonado e sequenciado.
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Extracio do DNA Gendmico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de 10-20 ml de sangue venoso coletado em
EDTA 10% (MANIATIS ¢ col.,, 1989). O sangue foi inicialmente centrifugado a 450 x g por 15
min. Para 2 lise de hemdcias foi adicionada solugio 0,144 M de WH,Cl na proporgio de 5 vezes o
volume de células € solucdo 0,01 M de NH,HCO; na proporciio de 0,5 vezes o volume de células.
A solugBo foi incubada em temperatura ambiente por 20 min. e seguida de centrifugagiio por 15
min. a 450 x g, a 4°C. Esta etapa foi r.eyciiéa até a obtengdo de um precipitado nuclear de
leucécitos livre de hemécias.

Os leucécitos foram dissolvidos em 10 ml de tampdo contendo 7 M de uréia, 0,3 M de
NaCl, 10 mM de EDTA, 10 mM de Tris/HC], pH 7.5 ¢ 0.5 % de SDS e incubado a 37°C por
aproximadamente 16 hs.

Apés a incubacio foram realizadas trés extracbes com igual volume da mistura contendo
fenol (redestilado ¢ saturado em 0,2 mM de Tris/HCI pH-8, contendo 0,1% de hidroxiquinolina)
cloroférmic € élcool iscamilico na proporgdo de 25:24:1. Cada extracdc foi seguida por
centrifugacdo a 5.000 rpm durante 15 minutos. Ao final, a camada superior contendo o DNA foi
transferida para um novo tubo e realizada nova extragio apenas com cloroférmio e 4lcool
isoamilico na propor¢do de 24:1. Para a precipitag@io do DNA foi utilizado etanol absolute gelado
(2,5 vezes o volume) e acetato de sédio 3 M (10% do volume).

O DNA precipitado foi lavado em etanol a 70% para eliminar residuos de fenol e sais e
posteriormente diluido em &gua estéril ou solugiio de TE (10 mM de Tris pH-8,0; 0,1 mM de
EDTA pH 7,4). A concentracdc do DNA foi determinada em espectrofotdmetro pela leitura da
densidade éptica em 260 nm (MANIATIS e col., 1989).

Extracio do RNA de reticulécitos (GOOSENS & KAN, 1981)

As hemdcias foram lisadas com 3 vezes o seu volume em solucio de 0,144 M de NHy Cl e

0,00 M de NHgHCG3. Apbs repouse de 30 min. em banho de gelo, foram submetidas i
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centrifugacio a 2.500 rpm por 20 min. a 4°C. O sobrenadante foi reservado e o "pellet” de
leucéeitos congelados & - 70°C até a extragiio do DNA. Foi adicionado ao sobrenadante 1/10 do
volume de uma solucdo de 1,5 M de sacarose e 0,15 M de KCl gelada e centrifugados a 3500 pm
por 30 min., a 4°C. Foi entdo adicionado ao sobrenadante 1ml de 4cido acético 10%, seguido da
centrifugagdo 2 3500 rpm por 35 min., a 4°C. O RNA foi extrafido com igual volume da mistura
de fenol/cloroformio/dcool isoamilico (25:24:1) e submetido 2 centrifugacio a 2500 rpm, por 20
min., a 4°C. A fase aquosa superior foi separada ¢ as demais descartadas. Este processo foi
repetido até a obtencao de sobrenadante limpe. O RNA foi precipitade com 2 volumes de etanol
absoluto gelado e 1/10 do volume de acetato de sédio 3M pHS,2 por 16 horas a -20°C,
centrifugados a 17000 rpm por 30 min., 2 4°C e o precipitado ressuspendido com 1ml de etancl
70% gelado, seguido da centrifugaciio a 10000 rpm por 10 min. a 4°C. A solubilizacio do
precipitado de RINA foi realizada com 30 yl de dgua destilada, deionizada e estéril e estocagem a
-80°C. A estimativa da concentracio de RNA foi feita em espectrofotdmetro, através do valor da
densidade dptica a 260 nm. O "pellet” foi ressuspendido com 2mi do seguinte tampdo: 0,1 M de
Tris-HCI (pH 9,0), 0,1 M de NaCl, 0,5% de SDS e 0,1 mM de EDTA.
Sintese de cDNA pelo processo de transcricio reversa
O processo de transcricdo reversa consistiu da incubagfio de uma aliquota da amostra de

RNA (aproximadamente 8pg) a 42°C por 2 horas em uma reacio contendo 1,6 mM de cada

desoxinucleotideo trisfosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 50 mM de NaCl, 34 mM de Tris-HCI

(pH 8,3), 6 mM de MgCl,, 5 mM de DTT, 0.5ug de oligo dT, 20 unidades de inibidor de RNAses

(RNAsin - Promega Corporation, Madison, WI) e 2 unidades de transcriptase reversa (Bethesda

Research Laboratories, Gaithersburg, MD).

52



Amplificacfio de DNA pela Reaclio em Cadeia da Polimerase (SATKI e col,1988)

As amostras de DNA estudadas foram amplificadas pela reacio em cadeia da polimerase
(PCR). As reagDes foram realizadas num volume final de 50 pl contendo 500 ng de DNA
gendmico, 10 mM Tris-HCL pH 8.5, 1,5 mM MgCh, 30 mM KCL 1,0 mM de cada deoxi-
nuclestideo wifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 50 ng de cada iniciador {Tabela 5) e 2
unidades de Tag DNA polimerase. As amostras foram desnaturadas inicialmente por 3 min. a
54°C e em seguida submetidas a 35 ciclos de amplificacio com desnaturacio de [ min. 2 94°C,
anelamento de 1 min. a 35°C e elongamento a 72°C por 30 segundos a 2 min., dependendo do
tamanho do fragmento a ser amplificade. A reacfio foi realizada em um ciclador automdtico de
temperatura {Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA). Os iniciadores utilizados para
as reacBes em cadeia pela polimerase foram obtidos através de sequéncias génicas jd publicadas
(SCHOFIELD e col., 1894). Os iniciadores foram desenhados nas regiGes de transicdo intron-
exon dos genes em estudo, de modo a possibilitar o andlise de pelo menos 6 pares de bases nos
introns. Os primers A+B e C+D amplificaram a regifio promotora renal localizada no intron 3
(tabela 5). O material amplificado foi separado em ge! de agarose {1 a 3 %) e entdo visualizado

sob a luz ultravioleta apos coloracio com brometo de etidio.
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Tabela 3~ Iniciadores uillizados para amplificar a banda 3

Exon Sense Amntisense B
ia* w@m %9‘1;;;;%;;;33%3%&@%& ¥ “%. §§gg€g&sgagﬁaaamggg§ §;m3@2;m
h* 5- 5acteacageigiceagatgt 3° T- ¥ aggeiggeeaceigiagaa 3° 325
S aigeecigtgreccacticag 37 Ficcaggigggagracigetg 3 184
3 i S'gggiggangagceccicaca 3° 3tcageageieateceageig 37 7%
in A=~ Feeglicieceeicantictg 3° B~ S’cteaatgagecegicagene 37 495
- Seetggigecicageicagte 3° D- Sggtagtctgiggetgtigee ¥ 464
Fggicaggicaatactaaceg 3’ S ageatgggaaagascygagg 3 133
5 S'igatgaaciaacicaggeee 3’ Fateigeaggeggiccagaag ¥ 245
5’ageetaccageieacicoic 37 Sctggmatatgzastocagee 3 206
S’ atgiccceigtaegiceige 3 Ftgacceigtaactgacicae 3 ia6
Fgteaccacecteeticeeae 3 S’gagggtagagatoccigite ¥ 133
S’ctggeeigateticieatee 3° S’cctefcoggecetieetiac 3° 230
Fictgacecigietecigeee 3° Seageigggaaggpeaggiac 3 258
5’geicttatoctecaceacag 3° S’ggagacaggtatiggeacig ¥° 237
3 actgigacetetacecacag 3° Siggogeanggacagaaciac ¥ igs
S*ticttetgaccacerigeng 3 S ancciceegtgigeatianc 3° 273
Hocigggagagaacagaatze 3 S’geagigitggeaaggacagg 3’ 150
Stgactgggeactgaceacis 37 Satcatggictgagpgeizgs 3 i8%
S'cigecetiggeatictinee 3° 5*teccaceeicecagueeeag 3 204
S gagnacectgetiacecete 3° Sgeaggageatggicaagasg 3 330
S’eaaccigggcigagagizts 3° 5’taceaccceaggeigggeag 3° 243
Ftgataggcacigaceeeage 3° Steccageteitgizgecoceag 37 244
Sggicteteaceeigicteote 3° S'egecticeticeceaceecac 3 268

om Alloisio e col., 1996, * Jarolim e col.,

b
Fie
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Andlise de Polimorfismo de Conformacio em Hélice Simples (SSCP)

A andlise de polimorfismo de conformacio em hélice simples foi realizada de acordo com
Orita e col., 1989, com algumas modificacdes. SSCP ndc-radicativo foi utilizado para o
rastreamento das mutagles. As amostras do PCR foram dilufdas em uma solucfio de formamida
95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenocl 0,05 % e xilenociano! 0,05 %, na proporcio 1:4,
posteriormente desnaturadas a 80-100°C por 5 min. Desta solugdo 1 ul foi aplicado em gel com
auxflic de um aparato apropriade. A andlise do SSCP foi realizada no sistema de eletroforese
Phasz‘System‘E Pharmacia (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). As condicBes de eletroforese
foram 1 watt, 250 a 500 volts/hora, a 4 ou 15°C. Os fragmentos de DNA foram visualizados pela
coloragio do gel com a prata gue consistiu em banhos consecutivos em 20% de jcido
tricloroacético (5 min. a 20°C), 5% glutaraldeido (5 min. a 50°C), dgua (duas lavagens de dois
min. a 50°C), AgNO; 0.4 % (8 min. a 40°C), 4gua (duas lavagens de 30 segundos a 30°C), 2.5%
NapC0;,0,013% formaldeido (4 min. a 30°C), 5% 4cido acético (2 min. a 50°C) e glicerol 15% (3
min. a 35°C).

Sequenciamento de DNA (SANGER e col., 1977

Purificacfo de fragmentos de PCR

O fragmento de DNA presents no produto de PCR, foi purificado conforme o kit Wizard
PCR Preps DNA Purification System (Promega).

Sequenciamento de produtos de PCR

O sequenciamento dos produtos do PCR obtidos na amplificagio simétrica do DNA foi
realizada utilizando-se o kit Sequenase PCR product, versio 2.0 (USB, Cleveland, OH).
Inicialmente 5 1l do produto de PCR foi tratado com 10 unidades de exonuclease I e 2 unidades
de fosfatase alcalina, com ¢ objetivo de remover miciadores residuais ¢ ANTPs remanescentes da
PCR. Ao produto do PCR tratado (0,5 pmol) foram adicionados 5 a 10 pmol do iniciador,

realizada a desnaturacic por aquecimento a 100°C e imediatamente resfriado por 5 min. A seguir,
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foi iniciada a reacdo de marcagfo e sintese da hélice complementar, utilizando-se 5 uCi de
$SAATP, 3,2 unidades de sequenase DNA polimerase, 1 Wl DTT 0,1 M, 2 i da Sequenase 5x
concentrado e 2 pl da mistura de marcagio dGTP, dCTP e dTTP 7,5 uM, diluida na propor¢io de
1:5 em dgua. A reagdo foi incubada em temperatura ambiente por 5 min. Uma aliquota de 3,5 ul
foi entdo transferida para 4 tubos contendo quantidades limitadss de 2,3- ddNTP (2,3-ddATP;
2,3-ddCTP; 2,3-ddGTP e 2,3,-ddTTP) e 2-dNTP, previamente aquecidos a 37°C por 1 min. A
adicio dos dideoxinucleotideos trifosfatos provoca a terminacdo das cadeias sintetizadas
enquanio que © excesso de dNTP produz a polimerizacio das cadeias sintetizadas em que
nenhum ddNTP foi incorporado. Apés a transferéncia, a incubacgio foi prolongada a 37°C por 10
min. As reagOes foram interrompidas pela adicgio de 4 pl de uma solucfio de formamida 95 %,
EDTA 20 mM, azul de bromofencl 0,05 % e xilenocianol 0,05 %.

O gel de sequenciamento consistiu de um gel de poliacrilamida 8 % em tampdo de Tris-
EDTA-borato TEB (Tris 0,89 M, é4cido bérico 0,89 M e EDTA 20 mM), uréia 8 M em placas de
33x38 e 33x40 cm com expessura de 0,4 mm.

Aproximadamente 4 ul do produto da reagfio do sequenciamento foi desnaturado a 100°C
por 5 minutos e aplicados no gel. O tampio utilizado na eletroforese foi TEB 1X, com a
eletroforese realizada a 75 W por 2 a 3 horas & temperatura ambiente. O gel foi seco a 80°C,

colocado em um cassete com filme de raio-X e a autorradiografia foi revelada apés 16 horas de

exposicdo a temperatura ambiente.

Sequenciamento direto de produtos subclonados

Quando houve necessidade o produto do PCR foi subcionado no vetor pMOS Blue T-
vector kit (Amersham), de acorde com as instrugBes do fabricante. Os subclones foram rastreados

por PCR e sequenciados com kit Sequenase versdo 2.0 (USB - Ohio).
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Medida do transporte de citions em hemdcias (CANESSA, 1989)

Para avaliar a troca Na'/H" foi realizada a medida da atividade do contratransporte de
Na'/Li" em hemdcias, pois esta apresenta grande semelhanca com a troca de Na'/H' e pode
pertencer ac mesmo sistema de transporte.

Em resumo, foram colhidos 20 ml de sangue em 0,5 ml de heparina, e iniciado o ensaioc em
até 30 min. Apés centrifugaco a 450 g, a 4°C, por 10 min. o plasma e o tampio de leucécitos
foram removidos por aspira¢io, ¢ as hermécias repetidamente lavadas com uma solucio sotlnica
(280 a 300 mosm/Kg) contendo 149mM de cloreto de colina, 1 mM de cloreto de magnésio, 10
mM de Tris-MOPS, 10 mM de glicose, pH 7,4 2 4°C. Em seguida, as hemécias foram incubadas
por 3 horas em 150 mM de cloreto de litio, 10 mM de glicose, 10 mM de Tris-MOPS, pH 74 2
37°C, a fim de obter-se concentragfio intracelular de litio (Li™); acima de 8 mM. O efluxo de Hiio
das células carregadas deste fon para um meio gue contém sédic consiste do CT Na'/Li*, o qual
depende da concentracio externa de sédio, e da difusdo passiva. Esta tltima pdde ser
determinada pela medida da concentracio de litio que efluiu para wm meio sem sédio. O CT
Na'/Li" é o resultado da subtraciio do efluxo de litio para um meio com s6dio de um meio sem
sédio. Portanto, apés as células terem sido carregadas com litio, foram novamente lavadas afim
de se remover o litio extracelular e, em sequida aliquotas de células foram transferidas para dois
grupos de tubos; um contendo 150 mM de cloreto de s6dio, 1 mM de cloreto de magnésio, 10
mM de Tris-MOPS, 10 mM de glicose, 0,1 mM de ouabaina, e ¢ outro, 148 mM de cloreto de
colina, ImM de cloreto de magnésio, 10 mM de Tris-MOPS, 10 mM de glicose, 0.1 mM de
ouabaina, pH 7,4 a 37°C. Apés 15 e 30 min. de incubagdo aliquotas em duplicata foram
transferidas para eppendorfs em banho de gelo, e as células foram precipitadas através de
centrifugagdo em microcentrifuga refrigerada. As concentracdes de litio no sobrenadante foram

determinadas por emiss#o atémica em plasma de argnio lidas em 670,78 nm.
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Avaliacoe da capacidade de acidificagio tubular distal (BATLLE, 198s;
SCHLUETER & BATLLE, 1990)

Ap6s jejum de 12 a 14 bs, foi solicitado aos pacientes o esvaziamento da bexiga e oferecido
10ml de dgua’/kg num periode de 30 minutos. Um cateter heparinizado, tipo “butterfly”, foi
colocado muma veia periférica do antebraco esquerdo ¢ apds 2 horas (perfodo basal), foi
administrado 40 mg VO de furosemida. Este diurético de alga inibe o co-transportador Na/K/2C1
intra-luminal e promove acidificagdo distal porque bloqueia a reabsorgio de NaCl na porgio
espessa da algca de Henle, aumentando a liberagdo de Na' no tubo coletor distal e
comsequentemente a voltagem transtubular. Amostras de sangue e urina foram ento coletadas 2
cada 2 horas e 1 hora, respectivamente, durante 4 hs. Nas amostras coletadas foi medido o pH
urindrio, clearance de creatinina. acidez titulivel, aménia e bicarbonato uringrio.

Os pacientes sob dieta normal ¢ nfo usando drogas que alteram a filiraco glomerular,
secrecio renal de s0dio ou a excrecfo de 4gua, foram informados e conscientizados sobre a
natureza ¢ finalidade do exame que fol realizado juntamente com um voluntirio saudivel
considerado controle do teste de acidificacfio. O estudo da filtrag@o glomerular foi realizado no
decorrer do exame através do clearance de creatinina.

Pacientes ¢ voluntdrios foram orientados para que a prova tivesse infcio pela manh3, em
jejum de 12 horas. Apés vendclise e heparinizacio do acesso venoso, todos permaneceram
sentados em repouso relativo, e apds esvaziamento completo da bexiga vesical foi oferecido um
volume de 10 ml/ kg de peso corporal de 4gua para ingestfio em 30 minutos. Permaneceram
nesta posic@o exceto durante as micgdes.

Aliquotas de urina foram coletadas e medidas a cada hora e armazenadas sob vaselina
liquida para posteriores dosagens. Apés duas horas de estabilizagio (perodo basal), procedemos
a ingestdo de 40 mg de furosemida, € a partir de entfio foram coletadas amostras de urina durante

| hora por 4 horas e sangue a cada duas horas. No perfodo basal também foi coletada uma
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amostra de sangue. O pH urindrio foi medido em pH-metro (Micronal) imediatamente apés as
coletas.

Eletrélitos plasmiatices, niveis séricos e urinérios de bicarbonato (HCO;), conceniracio de
amdnia (NH4), e acidez tituldvel foram determinados posteriormente pelas técnicas adequadas.

Efluxo de sulfato DIDS-sensivel (SCHOFIELD e col., 1992)

O ensaio foi padronizado seguindo o método original (BURSAUX e col., 1984), incluindo
o estudo da imibicdo da banda 3 pela adigio de 1,5 uM de DIDS que resultou em
aproximadamente 45% do efluxo total, ou seja, sem inibidor (SCHOFIELD ¢ col., 1992).

A composico do meio para o efluxo de SO, (meio A) era: 48,5 mM de Na280.: 1,5 mM
de MgS04 0,1 mM de EDTA; 25 mM de Hepes ¢ 87 mM de KCI. Ajustar a osmolaridade para
300 Csmv/Kg. O pH da solucdo sem ajuste foi 5.4 ¢ o pH foi ajustado para os valores desejados
com NaOH 0,5 M. Os valores de pH ajustados a 37°C e as osmolaridades das solugBes prontas
para o uso foram: pH 6,5 - 299mOsnvKg; pH 7,0 ~ 305mOsm/Kg; pH 7,4 — 306mOsm/Kg ¢
pHSE,0 - 312mOsm/Kg.

Foram colhidos 15ml de sangue periférico em tubo heparinizado ap6s jejum minimo de 10
horas. O sangue foi centrifugado a 400 x g, por 10 min. a 4°C para separar o plasma e remover 0s
leucécitos cuidadosamente por aspiracdo. As hemdcias foram lavadas 3 vezes com o meio A, pH
7,4 mantido em banho de gelo. Durante as lavagens foram pré-aquecidos 4 tubos (para cada
paciente) contendo: 9,5ml do meio A em cada pH; 700 pl glicose 165 mM (10 mM final) e 5,5 ul
Na,”804 1uCi/ul (0,5 uCi/mi final). ApGs a terceira lavagem, foi retirado todo o sobrenadante,
as células foram homogeneizadas e adicionadas (com ponteiras cortadas) 2 x 800 pl em cada tubo

Falcon pré-aquecido em banho-maria 37°C. Os tubos foram incubados por 3 horas a 37°C com

agitagdo. Ao final da incubagfio os tubos foram centrifugados a 400 x g, por 6 min., a 4°C, e 100
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1l do sobrenadante foram adicionados a tubos com 900 ul de HyO (S04 extra-celular). Todo o

sobrenadante foiremovido, sem aspirar as hemacias.

As hemacias foram lavadas com o meio A no respectivo pH da incubacfo. Foram lisadas 2
aliguotas de 100 pl de células para determinar SO, intra-celular. Ao final das lavagens foram
adicionados 200 1l de hemdcias a tubos previamente pesados e identificados. As hemicias foram
sécas por 24 horas a 95°C e fol determinade o conteddo de agua e o peso seco. Foram
adicionados 500pl de TCA 30 % nos eppendorffs SO, intra e extra. Agitacdo, centrifugacio e
foram retirados 500 pul do extrato limpo para flaconete com 3ml de liquido de cintilagio. O efluxo
no tempo "Zero” foi medido em tubo Falcon contendo 4mi do meio A nos respectivos pHs, em
banho de gelo. Foram adicionados 125 ul de heméciss, homogeneizado e distribuido
imediatamente 1mi da suspensdo em cada eppendorff mantido em banho de gelo. Spin 8000 rpm,
a 4°C, ¢ foram retirados 100 ul do sobrenadante, sem aspirar hemdcias, e transferido para
eppendorffs contendo 900 ul de H,O e 500 ul de TCA 30 %. Agitacio, centrifugacio e foram

transferidos 500 ul do sobrenadante para flaconetes contendo 3 mi de liguido de cintilaco.
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A cinética foi iniciada nos 4 tubos contendo 8 ml de cada meio A:

Tempo regressivo:

35" 250 pl de células no tubo pH 6,5

347 250 ul de células no twbo pH 7,0

33" 250 pl de células no tubo pH 7.4

32’ 250 ul de células no tubo pH 8,0

Apbs 10 minutos:

25’ 2 ml do tubo pH 6,5 para 2 eppendorffs no gelo
24’ 2 ml do tubo pH 7,0 para 2 eppendorffs no gelo
23" 2 ml do tubo pH 7.4 para 2 eppendorffs no gelo

22’ 2 ml do tubo pH 8,0 para 2 eppendorffs no gelo

Apds 20 minutos:

15’ 2 ml do tubo pH 6,5 para 2 eppendorffs no gelo

14’ 2 ml do tube pH 7.0 para 2 eppendorffs no gelo

13’ 2 mi do tubo pH 7.4 para 2 eppendorffs no gelo

12" 2 ml do tubo pH 8,0 para 2 eppendorffs no gelo

Ap6s 2 horas foram centrifugados 2ml em 2 eppendorffs e foram retirados 100 ul de cada
suspensio e adicionados a eppendorffs contendo 900 ul de H,O e 500 ul de TCA 30 %. Vortex,
spin, foram transferidos 500 pl do sobrenadante para flaconetes contendo 3 ml de liquido de

cintilacdo. Esta é a medida da radioatividade total da suspensfo ou R. Todas as amostras foram

processadas de maneira similar ac procedimento dos extratos.
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RESULTADOS
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INVESTIGACAO DOS PACIENTES COM ESFEROCITOSE HEREDITARIA

Caracterizacio do defeito moleenlar

Foi realizado o rastreamento para mutagSes no gene da banda 3, dos exons | 2 20, em todos os
pacientes com EsH, pelo sistema PHAST-System (Pharmacia, Uppsala, Suécia), tendo sido
caracterizadas as mutacfes apresentadas na tabela 6.

Tabela 6- Mutacbes caracterizadas

Fxon Individuos Mutaciio Referéncia
4 1,2e3 Banda 3 M7 G40 Lys Rybicki & col., 1993
g L1,illel-2 Banda 3 “*™PP [neron § (G+1—T) Limae col, 1997
#*11 Al A2, A3, B, C, lendl7—leu Jarolim e col,, 1996
C2el3
*12 I-1 Leuddli— Leu Jarolim e col., 1996
13 AL A2, A3,8,C, Banda3 ™™ Argd90->His Lima e col., 1999
C2eC3

*mutagBes silenciosas

A figura 4 mostra exemplos do padrfio normal de alguns exons da banda 3 na andlise de

polimorfismo de conformacfio em fita simples - SSCP.
Exon 1b Exom 5 Exon 9
1 2 3 4 56

3

Figura 4 Padrio normal de SSCP: padrBes de migragio dos exons 1b, 5 e 9. A eletroforese foi
realizada em PhastGei® 20% homogéneo, nas seguintes condigdes: lwatt, 200 a 500 volis'hora, a
15°C ou 4°C, no PhastSystem. Linhas 1, 2, 3, 4 e 5- pacientes com esferocitose hereditaria e
deficidncia de banda 3. Linha 6- conirole, Todos os pacientes e um controle apresentaram bandas com
o mesmo padrio nestes exons. Através desta técnica foram detectadas bandas anOmalas nos exons 4, §,
i1, 12e13,
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O sequenciamento da PCR do paciente 1 com a banda andmala no SSCP do exon 4 (Figura
3A-~ linha 3), revelou a substituigio do mucleotideo G232-3A, mudando o aminodcide 4cido
glutdmico 40 para lisina, na regifio N-terminal do dominio citoplasmdtico da banda 3, previamente
descrita em 1993 por RYBICKI e col., denominada Banda 3 M8 (Figura 5B),

Figura 5- Banda 3 Yonefore

A) SSCP B) Sequenciamento
i 2 3 4 5 CATC

C
A
C
C
G—A
A
G

PadrGes de migraco do G
C

exon 4. A eletroforese foi

realizada em PhastGel®

20%  homogéneo, nas

seguintes condigfes: 1 watt,

250 volts'hora, a 13°C, no O  sequenciamento do

PhastSystem. Linha  1- DNA gendmico revelou a

confrole, linha 2- paciente 1- mutacio (G232—A no

1, linha 3- paciente 1, linhas exont 4, em heterozigoze

4 e 5- pacientes B ¢ C2. A no paciente 1, resultando

seta indica a banda andmala na  substituicho  4cido

na linha 3. ghutdmico 40 — lisina.
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O estudo da mutacio nos outros membros da familia foi realizado através de digestfio coma
endonuclease de resivicio Sty-1, pois esta mutacfo cria um sitio de restricBo para a referida enzima

(Figura 6A e 6B).

Figura 6- Estude familiar da Banda 3 Montefiore

A) Digestdo com Sty-1

i1 2 3 4 53 6 7 8

133 pb
87 pb

46 pb

A mutacdo G232—A cria um sftio
para 2 enzima de restricdo Sh-L
Linhas 1 e 4- duplicatas do
paciente 1, linhas 2 e 3- filhos 2 ¢
3, linha 5- filho 4, Hnha 6-
controle, Hnha 7- PCR nio-
digerido, linha 8- Lader 100bp.

g} Pedigg@e - Banda 3 Montefiore

71% Banda 3 l]_ O

63% Banda 4.2 1

i
1o :

Individuos heterozigotos
~ Maontefiore

4 para Banda 3
100% Banda 3 100% Banda 3 93% Banda 3 DO Membros néé} p?ﬁadores
100% Banda 4.2 100% Banda4.2  82% Banda 4.2 de Banda 3 Momeror
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O sequenciamento do PCR do paciente [I-2 exibindo uma banda anormal no exon 8 revelou a

substituigho do nucleotideo G+1--T no sitio doador de clivagem do intron 8 (Figura 7 A e B).

. e . - & i . = W
Figura 7- Detecglie da mutacio Banda 377" em pacientes com esferocitose hereditaria

1 2 3 4 GATC g
A
T
A
A
G
A
Intron 8 | A
T
- LT
&
- Exomn 8 pe
T
G
; A
A anélise do SSCP do exon T
e , ' C
8 e juncdes infron-exon % ; P
| .
mostrande  uma  banda [ LR T =3
[T 5 {; >
andmala ne paciente 112 s i
(linha 2) com deficiéncia de
Sequenciamento

banda 3. Linhas 1, 3 ¢ 4
direto do produto

pertencem a trés pacientes
da PCR exibindo

¢/ deficiénecia de B3 nfo
) uma mutagio no
relacionados.
miron g, na

posi¢do +1G—-T.
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