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Resumo

A membrana eritrocitaria contém as proteinas do citoesqueleto, e proteinas
integrais, imersas na bicamada lipidica, todas importantes para a manuten-
¢ao da integridade e da forma celular. Neste trabalho, estudou-se 14 pa-
cientes portadores de doenca hemolitica, atendidos no Centro de Hemato-
logia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR) em relacdo a grupo controle de
20 voluntarios saudaveis. Amostras de sangue venoso foram coletadas em
citrato-fosfato-dextrose (CPD). Apés o isolamento das membranas [Dodge
et al., Arch.Biochem.Biophys. 100:199, 1963] e a determinagdo da con-
centracdo de proteinas [Lowry et al., J. Biol. Chem. 193: 265, 1951], as
proteinas foram submetidas a eletroforese vertical em SDS-Page [Laemmli,
Nature 227: 680, 1970]. Os valores obtidos no grupo controle (%; n = 10),
foram: espectrinas = 29,67 + 4,14; anquirinas = 3,97 = 1,84; banda 3 =
38,70 + 4,96; banda 4.1 = 6,79 + 1,60; banda 4,2 = 5,00 = 1,43; ban-
da4.5=1,89 +0,96; banda 4,9 =1,83 +1,22; banda 5 = 6,54 + 3,13;
banda 6,0 = 2,70 + 1,24, banda 7,0 = 2,36 *+ 1,33. Os valores médios
para os portadores de esferocitose foram 24,4% para espectrina e 35,8%
para banda 3 (teste t; p < 0,05). A observacgédo de esferécitos ou eliptoci-
tos no sangue periférico, associados a um perfil eletroforético com deficién-
cia de espectrina e/ou proteina 3 sugere esferocitose ou eliptocitose here-
ditaria, respectivamente. Portadores assintomaticos de defeitos molecula-
res de membrana eritrocitaria podem ser também detectados através de
SDS-Page.

Palavras chave: proteinas de membrana eritrocitaria * eliptocitose heredi-
taria * esferocitose hereditaria * morfologia eritrocitaria * doencas hemoli-
ticas.
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Summary

ELECTROPHORESIS OF ERYTHROCYTE MEMBRANE AND HEMOLYTIC DISEA-
SES CAUSED BY MEMBRANE ABNORMALITIES

The erythrocyte membrane contains a net of proteins, forming the cell backbone, and the
integral proteins, immerging in the lipid bilayer, both important for the integrity mainte-
nance and for the cellular activity. We studied 14 patient carriers of hemolytic diseases,
assisted in the Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand (HEMEPAR) in relation to
control group of 20 healthy volunteers. Samples of venous blood were collected in citrate-
phosphate-dextrose (CPD). The membranes were isolated [Dodge et al., Arch. Biochem.
Biophys. 100:199, 1963], the protein concentration was determined [Lowry et al.,
J.Biol.Chem. 193: 265, 1951] and were submitted to the vertical electrophoresis (SDS-Page)
[Laemmli, Nature 227: 680, 1970]. The values obtained in the control group (%; n = 10)
were: spectrins = 29.67 * 4.14; ankyrins = 3.97 + 1.84; band 3 = 38.70 + 4.96; band 4.1 =
6.79 £ 1.60; band 4.2 = 5.00 + 1.43; band 4.5 = 1.89 + 0.96; band 4.9 = 1.83 + 1.22;
band 5 = 6.54 + 3.13; band 6.0 = 2.70 £ 1.24; band 7.0 = 2.36 + 1.33. The mean value
for the spherocytosis carriers was 24.4% for spectrin and 35.8% for band 3, (t tests; p
< 0.05). The observation of blood spherocytes or elliptocytes, associated to an elec-
trophoretic profile with deficiency of spectrin or band 3 suggests spherocytosis or hereditary
elliptocytosis, respectively. Assimptomatic carriers of erythrocyte membrane molecular
abnormalities can also be detected through SDS-Page.

Key words: Red blood cell membrane proteins * hereditary elliptocytosis * hereditary sphe-
rocytosis * red blood cell morphology * hemolytic diseases.

Introducao

Dentre as anormalidades intrinsecas que acometem
o eritrocito, os defeitos da membrana eritrocitaria mais
conhecidos incluem a esferocitose hereditaria (HS), a
eliptocitose hereditaria (HE), a piropoiquilocitose he-
reditaria (HPP) a acantocitose hereditaria e a estoma-
tocitose hereditaria. O diagndstico presuntivo de tais
condic¢des em geral se baseia em: exame clinico, anam-
nese e sinais de hemolise no hemograma, além da pre-
sencga das formas eritrocitérias correspondentes e ou-
tras alteraces da morfologia eritrocitéria. No caso da
HS h&a um aumento da fragilidade osmética, em espe-
cial pela pre senca de esferdcitos no sangue periférico.
Nenhum destes dados laboratoriais, contudo, é tdo es-
pecifico que permita a confirmacéo do diagndstico
(Erslev, 1995).

A membrana eritrocitaria contém uma rede de pro-
teinas em unidades hexagonais, que formam o citoes-
gueleto, e as proteinas integrais imersas na bicamada
lipidica, todas de fundamental importancia para a ma-
nutencéo da integridade e da forma celular, e classifi-
cadas pela sua mobilidade eletroforética em gel de po-
liacrilamida (Bennett, 1981; Palek e Lux, 1983).

Este trabalho teve o objetivo de estudar alteraces
quali e quantitativas das proteinas da membrana eritro-
citaria em individuos com diagnéstico presuntivo de
HSe HE.
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Material e Métodos

Foram selecionados para estudo, através de critérios
clinicos e laboratoriais, 14 pacientes com idades entre 3
e 50 anos, atendidos no Centro de Hematologia e He-
moterapia do Parana (HEMEPAR), com histéria de
doenga hemolitica prépria e/ou de seus familiares, que
apresentavam uma oMzatezu mais das seguintes carac-
teristicas: elevados niveis sorolégicos de bilirrubina in-
direta, presenca de eritroblastos no sangue periférico,
reticulocitose, fragilidade osmatica alterada e anemia
O grupo controle foi constituido por 20 voluntarios
considerados saudaveis, com idades entre 20 e 50 anos.

As amostras de sangue venoso foram coletadas em
Citratofosfato-dextrose (CPD), (Erslev, 1995), e as
membranas isoladas segundo (Dodge et al., 1963), co-
mo segue: os eritrécitos foram lavados trés vezes em
NaCl 155mM, a 4 °C. (centrifuga Sorvall RC2B). O se-
dimento foi diluido a 1:40 em tampéo fosfato 5mM
contendo fluoreto de fenil metil sulfonil (PMFS)
200mM em etanol, como inibidor de proteases. Os eri-
trocitos foram lisados por agitacdo enérgica e centrifu-
gados a 12000 x g a 4 °C durante 10 min, lavandose o
estroma vérias vezes até se obter sedimento de cor
branca opaca. A concentracdo das proteinas de mem-
brana foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951). O sedimento final foi solubilizado com solugao
de Laemmli (1970) na proporc¢do de 2:1, fracionado
em pequenas aliquotas e congelado a 20 °C.



As membranas eritrocitrias foram submetidas a ele-
troforese vertical em gel de poliacrilamida dodecil-sul-
fato sédio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). A confeccdo
das placas de gel foi realizada em um molde formado
por duas placas de vidro e separadores de acrilico. O
molde foi preenchido até 1 cm da borda superior com
solucdo de acrilamida a 12% (gel de corrida) e ap6s a
polimerizagdo, completado com acrilamida a 4% (gel
de alinhamento), no qual foram moldadas cavidades
para aplicacdo de amostras de 100 mg de proteina. A
corrida eletroforética foi de 18 h, em cuba vertical de
acrilico (Permatron) contendo tampao Tris Glicina
50mM, pH 8,3, sob tensdo de 25 volts e corrente de
15mA (Laurent, 1963; Davis, 1962; Weber, 1975; Sau-
berman, 1979). As placas de gel foram coradas com
Coomassie Blue (Brilliant Blue R Sigma B 0630), 1 g;
acido acético glacial, 200 ml; alcool isopropilico, 300
ml; agua bidestilada, 1.300ml durante 1 h em estufa a
56°C, descoradas em acido acético a 10% (v/v), e con-
servadas em agua destilada e as bandas protéicas, quan-
tificadas por densitometria (Zénite Z-30 Turbo).

Os resultados obtidos foram comparados aos do
grupo controle (teste t, nivel de significancia de 5 %).

Resultados

A Figura 1 apresenta a eletroforese em gel de poli-
acrilamida, realizada com as membranas eritrocitarias
de individuos do grupo controle. Os valores de refe-
réncia das frac@es protéicas obtidos foram (%; n = 10):
espectrinas = 29,67 + 4,14; anquirinas = 3,97 + 1,84;
banda 3 = 38,70 = 4,96; banda 4.1 = 6,79 * 1,60; banda
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Fig. 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de s6-
dio (SDS-Page). Fotografia de eletroforese de proteinas de membra-
na eritrocitaria segundo Laemmli (1970). As membranas foram iso-
ladas pelo método de Dodge et al. (1963) a partir do sangue de indi-
viduos do grupo controle
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4.2=5,00+ 1,43; banda 4.5 = 1,89 + 0,96; banda 4.9 =
1,83 +£1,22; banda 5 =6,54 + 3,13; banda 6.0 =2,70 £
1,24; banda 7.0 = 2,36 + 1,33. Os valores médios para 0s
portadores de esferocitose foram 24,4% para espectri-
na e 35,8% para banda 3 (teste t; p < 0,05).

A Tabela I apresenta as altera¢des quantitativas, ca-
racterizadas por aumento ou diminuicdo em relagdo
ao controle, para cada fracdo protéica da membrana
eritrocitaria, nos eritrécitos dos pacientes estudados.

As Figuras 2 e 3 apresentam fotomicrografias eletro-
nicas de varredura dos eritrdcitos de pacientes com diag-
nosticos presuntivos de HE e de HS, respectivamente.

Tabela I. SDS-Page de proteinas de membrana de eritrécitos de portadores de esferocitose (HS) e eliptocitose
hereditarias (HE). VariagOes estatisticamente significativas em relacéo ao grupo controle

Fragoes protéicas
1.0 2.1 3.0 4.1 4.2 4.5 4.9 5.0 6.0 7.0
1 + + - + 0 + 0 - - -
2 + + - + + + + - - -
3 0 + - - + + - 0 +
4 0 + + + 0 - - - - -
5 0 - - + + + + + +
6 - + - + + + + + + +
7 - - - - - - 0 0 + +
8 - 0 0 + + + + - + +
9 - + 0 + 0 0 + - -
10 - + - 0 - + + 0 + +
11 - + - + - + + 0 0
12 + + 0 + 0 - - - - -
13 - + - + 0 + + 0 +
14 - + - + - + + 0 + +
0 igual ao controle, + superior ao controle, — inferior ao controle (teste t; significancia estatistica a nivel de 5%); HS —
portadores 1 a 12; HE — portadores 13-14.




316 Favero PRy col.

Fig. 2. Eliptécitos - Eritrocitos de portadora de eliptocitose
hereditaria (MEV 2000 X).

Discussao

A eletroforese de proteinas de membrana em gel de
poliacrilamida tem sido indicada para o diagnéstico de
doencas hemoliticas por defeito de membrana
(Laemmli, 1970; Agre et al., 1985; Silveira, 1992).

As alteragcBes da morfologia eritrocitéria observa-
das foram bastante variaveis. A presenca de esferdcitos
na maioria dos pacientes com deficiéncia de espectri-
na e/ ou de proteina 3 sugere uma possivel relagdo
com a HS. Diversos autores propdem que a formagéo
dos esferocitos esta relacionada com a perda de lipi-
dios e/ou proteinas de membrana, na forma de micro-
vesiculas (Rumsby et al., 1977; Shukla et al., 1978; Cha-
sis et al., 1988). Outra hipotese sugerida para a forma-
cao de esferdcitos afirma que uma deficiéncia de
proteina 3 pode deixar espagos vazios na bicamada lipi-
dica, levando a um desacoplamento das unidades do
citoesqueleto protéico, liberando lipidios da membra-
na em forma de microvesiculas (Jarolim et al., 1994).
Um terceiro mecanismo estaria relacionado com o en-
fraquecimento da ligacdo da proteina 3 com as protei-
nas do citoesqueleto, com perda dessa proteina e dos
lipidios que a rodeiam (Jarolimetal., 1994).

Em alguns pacientes, observouse esferécitos associa-
dos a deficiéncia em espectrina e/ou banda 3 e de pro-
teina 4.1, responsavel pela estabilizacdo do complexo
juncional. Uma vez que cada dimero de espectrina se
associa a uma molécula de proteina 4.1, a deficiéncia
da primeira poderia acarretar a perda da segunda, au-
mentando a instabilidade da membrana, com forma-
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Fig. 3. Dacridcitos e esferdcitos - Eritrocitos de portador de
esferocitose (MEV 2000 X).

cdo de esferécitos (Cohen, 1983). Um dos pacientes
apresentou 42% de esferdcitos, com apenas 41,5% de
proteina 3 em relagédo ao controle normal. Outro pa-
ciente, com 13,6% de esferdcitos, apresentou espectri-
na normal, 91% do normal de proteina 3,86% de pro-
teina 4.1 e 62% do normal de proteina 4.2, com fragili-
dade osmatica normal.

Em eliptocitose, quando a eletroforese demonstra
valores quantitativos normais, devese considerar a pos-
sibilidade de alteracdes apenas funcionais (Ideguchi et
al., 1993).

Conclusodes

A analise do perfil eletroforético das proteinas de
membrana eritrocitaria em portadores de HS e HE,
permite concluir que:

a) a SDSPAGE é (til para o diagnostico de HS
e HE;

b) esferdcitos ou eliptdcitos no sangue periféri-
co, associados a deficiéncia de espectrina
e/ou proteina 3, sugere diagndstico de HS ou
HE, respectivamente;

c) deficiéncia de espectrina se acompanha, em
geral, de deficiéncia de proteina 3, indepen-
dentemente do diagnostico mais provavel,

d) devido as varias interag6es entre as proteinas
do citoesqueleto, é possivel que a deficiéncia
de uma proteina possa causar a perda de ou-
tra proteina;



e) portadores assintomaticos podem ser detecta-
dos se apresentarem deficiéncias de protei-
nas integrais e/ou do citoesqueleto, associa-
das a alteracGes morfolégicas de eritrécitos.
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