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Aspectos estruturais da membrana eritrocitaria
Structural aspects of the erythrocyte membrane
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A membrana da hemécia

Este artigo descreve as estruturas e funcdes da membrana eritrocitaria e sua impor-
tancia na medicina transfusional. A membrana eritrocitaria é uma das membranas
mais conhecidas em termos de estrutura, fungédo e genética. Como qualquer membrana
plasmatica, tem como fungdo mediar transportes e, ainda, fornece ao eritrécito resis-
téncia e maleabilidade. De acordo com a International Society of Blood Transfusion
(ISBT), sdo mais de 500 antigenos expressos na membrana das hemdcias e, destes,
cerca de 270 estdo envolvidos nos casos de reacado transfusional e doenca hemolitica
do feto e do recém-nascido. Na classificacdo feita pela ISBT, destaca-se a série de alta
frequiéncia representada por antigenos presentes em mais de 99% dos individuos de
uma populacéo. Estes antigenos sdo conhecidos também como antigenos publicos e a
maioria, quando ausente, determina problemas graves do ponto de vista transfusional.
Como exemplo dessa problematica, uma gestante com auséncia do antigeno P ja sofreu
seis abortos de repeti¢do por insuficiéncia placentaria devido ao anticorpo formado
pela auséncia do antigeno. Proteinas importantes sdo descritas nesta revisao como:
banda 3, glicoforinas, espectrina e outras. A banda 3 é a mais abundante proteina
integral da membrana do eritrécito e sua principal fungéo é mediar a troca de cloro e
anions de bicarbonato através da membrana plasmatica. A segunda proteina integral
mais abundante é a sialoglicoproteina glicoforina A (GPA). Com um alto contetido de
acido sialico, a GPA contribui com a rede de carga negativa na superficie da membrana
do eritrdcito, minimizando, assim, a interacdo célula-célula e prevenindo sua agrega-
cdo. Glicoforina C (GPC) é o receptor para PfEBP-2 (baebl, EBA-140), 0 mais novo
local de ligacao identificado para o Plasmodium falciparum. O complexo terciario —
espectrina, actina e 4.1R — define a rede de citoesqueleto da membrana do eritrdcito e
¢ ainda responsavel pela estabilidade sob mecanismos de estresse. Essa revisdo da
membrana eritrocitaria € importante para um melhor entendimento das reacoes
transfusionais, onde a formacéo de anticorpos contra antigenos de alta freqliéncia
dificulta a transfusdo compativel. O estudo da diversidade antigénica, a caracterizagio
bioquimica de diferentes proteinas trard uma contribuigéo para o estabelecimento da
salide, assim como para o diagnostico, desenvolvimento de tecnologias, como a produ-
cdo de anticorpos monoclonais e conduta terapéutica para muitas enfermidades. Rev.
bras. hematol. hemoter. 2007;29(2):168-178.
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plasmaticas de um modo geral apresentam-se como barrei-
ras sel etivas que asseguram a composi ¢8o interna constan-

A membranadaheméciaé o modelo primario paraes- te das células, através do controle da transferéncia ativa e
tudo de membrana plasmética celular animal, pelo fato de passiva de inimeras moléculas. Estas membranas tém um
ser desprovida de nucleo e organelas. As membranas sistema estrutural complexo, citoesgueleto, que envolve
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tanto a forma da célula, como sua mobilidade, deforma-
bilidade e o transporte de macromoléculas. Entre os dife-
rentes constituintes da membrana apresentam-se recepto-
res envolvidos em fungdes complexas que permitem a co-
muni cagdo entre as células, reconhecimento imunol dgico e
fendmenos de adesdo celular.?

A membrana eritrocitéria, como as milhares de outras
células do organismo humano, é essencia mente constituida
de lipideos e proteinas. A heméciando é um simples "saco"
contendo hemoglobina. Os lipideos e proteinas estéo dis-
postos na superficie da hemécia de formatéo complexa que
sd0 comparavels com 0s mais sofisticados mosai cos bizan-
tinos.? Esta membrana consiste em uma bicamada fosfo-
lipidica, que representaaproximadamente 50% de suamassa
total e formaabarreiraentre dois compartimentos liquidos,
intra e extracelular.® As trocas entre estes compartimentos
sdo feitas através de bombas, canais de trocas de ions e
transporte molecular como o da glicose.?2 Além disso, a
deformabilidade de suamembrana, afluidez de seu citoplasma
e acomplexidade de suasuperficie membranaria, em relagéo
a0 seu volume interno, asseguram as fungdes de transporte
de O, dos pulmdes e remogdo do CO, dos tecidos para os
pulm@es. Esta capacidade de transporte depende das condi-
¢Oes de adaptacdo circulatéria e também da hemoglobina
citosolicaedeum polipeptidio maior damembrana: abanda3
ou proteinadetrocadeions (anion exchanger 1, AE1). Como
transportador de membrana, a AE1, ou banda 3, media as
trocas de Cl-/HCO3;, aumentando entdo a capacidade san-
guinea de transporte de CO,, garantindo a homeostase e 0
equilibrio &cido-basico. Por interacdo com lipideos e protei-
nas, abanda 3 multifuncional (AE1) une o complexo multi-
protéico do citoesqueleto e confere aos eritrocitos proprie-
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Figura 1. Modelo de mosaico bilipidico e fluidico da membrana celular

dades mecanicas e elasticas, regulando a viscosidade san-
guinea. Todas as proteinas de transporte da membrana do
eritrocito sdo produzidas nos estégios primordiais dos
eritroblastos.®

O modelo estrutural de membrana eritrocitaria mais
aceito € o de mosaico hilipidico e fluidico proposto e des-
crito por Singer e Nicolson em 1972 como representado na
Figural.

Diversas doencas podem ser associadas a defeitos na
estrutura dessamembrana que, emboraamais estudada, ain-
da possui vérias caracteristicas sem um completo entendi-
mento. Estes defeitos podem envolver outras proteinas re-
presentadas graficamente na Figura 2.
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Figura 2. Proteinas integrais e periféricas da membrana do eritrécito.
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Proteinas de membrana

As proteinas que compdem a membrana eritrocitaria
sdo estruturalmente classificadas em integrais ou trans-
membrandrias e periféricas ou extramembrandrias. Essas pro-
teinasdo citoesquel eto membrandrio formam umaverdadeira
mal ha, que constitui quase umaconchaparao material intra-
celular. Este esqueleto é responsavel pelaforma, biconcava
normal ou anormal, em caso de defeitos genéticos, dos
glébulos vermelhos, e representa por si sO 60% da massa
protéicade todaamembrana.2

As proteinas integrais penetram ou atravessam a bica-
madalipidicaeinteragem com aporcao hidrof ébicadas mo-
léculas lipidicas. Fazem parte destas as proteinas de trans-
porte, como abanda 3, denominada proteina transportadora
deions, easglicoforinasA, B, C, D, que possuem receptores
de membranae antigenos que participam do reconhecimento
célula-célulanaextremidade externaeauxiliam naestabiliza-
¢do do citoesquel eto através de ligagdes com a proteina 4.1
nafaceinternadamembrana®

Das diferentes proteinas da membrana eritrocitaria, o
dominio citoplasmatico dabanda 3 se destacacomo um gran-
de centro organizacional queinterage com muitasoutraspro-
teinas periféricas ou ligantes: anquirina(amaior ponte parao
citoesquel eto espectrina-actina), proteina 4.1, proteina 4.2,
aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PD),
fosfofrutoquinase (PFK), desoxihemoglobina, tirosina-
quinase p72syk e hemicromos, que regulam ainteracéo do
citoesgueleto com enzimas glicoliticas.®

Proteinas integrais

Banda 3, anion exchanger 1 (AE1)’

As proteinas integrais da membrana ou transmem-
branarias estéo incorporadas na parte mais profunda da
bicamada lipidica. Seu dominio funcional pode se estender
tanto naszonas extracomo intramembranérias. Exemplosdis-
S0 s80: abanda 3 ou anion exchanger 1 (AEL), implicadano
mecanismo de transporte de muitas moléculas e situada no
compartimento extramembranario, acitocromo-f3 -5-redutase,
que participa do mecanismo de reducdo da metaemo-
globina.”®

A banda 3 é considerada a principal proteina integral
damembranae seu peso molecular é de 102kDa. Representa
25%-30% de todas as proteinas damembranaetem em torno
de 10° copias por hemécia. Seu gene esta localizado no
cromossomo 17¢21-g22. A banda 3 estaexpressanamembra-
na plasmatica de todos os eritrocitos e pode ser detectada
também na membrana basolateral das células intercaladas
nostubulos distais e nas alcas de Henle, proximal edistal. A
banda 3 tem, recentemente comprovada, atuaco naretirada
de CO, dos tecidos, regulando também o transporte de
HCO,. Além disso, regulao metabolismo daglicose, man-
tém amorfol ogiaeritrocitéariaeremove célul as senescentes.
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MutacOes da banda 3 tém sido associadas a esferocitose
hereditéria e acidose tubular renal. Outras mutagdes foram
identificadas no sudoeste da Asia, determinando aumento
darigidez do eritrdcito e resisténcia a infec¢ao por malaria
associados a ovalocitose. Um caso registrado na literatura
relata auséncia de banda 3 com esferocitose hereditéria e
nefrocal cinose. A banda 3 tem sido considerada, ainda, como
receptora para o Plasmodium. falciparum.”®

Elapossui um dominio transmembranario de 52kDaque
atravessade 12 a13 vezes abicamadalipidica, e um dominio
citoplasmético de 43kDa. O dominio transmembranério tem
um papel primordial natrocadeions, principalmenteo cloro
(CI") ebicarbonato (HCO,). O CI- étransportado 1 milhdo de
vezes mais rapido que o cétion correspondente — o0 potassio
(K*) —eapenas 1.000 a 10.000 vezes maisrapido do que um
anion divalente como o sulfato (SO,*). Este mecanismo fisi-
olégico € muito importante quando se tem perda rapida
sangliinea ou de volume através de outras vias.»2° A combi-
nacdo de diferentes tecnologias tais como time-resolved
optical anisotropy (TOA) e saturation-transfer electron
paramagnetic resonance (ST-EPR) spectroscopie tem sido
utilizada para andlise da flexibilidade do dominio cito-
plasméti co proximo ao dominio transmembrandrio, onde ocor-
re atrocade ions.?

A forte concentragéo de residuos carregados negati-
vamente no dominio citoplasmético da banda 3 tem papel
importante na interacdo desta proteina com outras, sendo
estaaresponsavel pelafixacdo das proteinas membranérias
4.1, 4.2 eanquirina. Este segmento citoplasmatico tem forte
afinidade pelas hemoglobina, aldolases, G3PDH e a PFK.
Estessitiostém o significado fisiol 6gico também naregul agéo
da glicolise e auxiliam a formagdo de complexos multi-
enziméticos.”?

Em 2003, estudos descreveram aspectos da por¢do N-
terminal dabanda3 ouAE1(CDB3) de heméciashumanas. A
por¢do CDB3 é o substrato executor da apoptose induzida
pelacaspase 3. A acdo da caspase 3 € observadaem hemécias
adultas, mas ndo em nedcitos ou heméacias jovens. Esta
descoberta esclarece a eluicdo de alguns antigenos eritro-
citarios durante o tempo de conservagdo das hemécias in
vitro.*2

No ano seguinte foi publicado um trabalho sobre a
purificacdo e caracterizagdo do dominio C- terminal dabanda
3, também denominadade HEM-B3, com 33 aminoé&cidos. Os
autores isolaram dois peptidios, C1 e KS4. O peptideo C1,
guando colocado em presenca de extrato de membrana
eritrocitariahumana, desempenhou umaatividade de protease
sobreaporgao C- terminal GPA. No entanto, estaatividade &
inibidapelatripsina. O outro peptideo isolado, KS4, ndo pos-
sui esta caracteristica.®

Ao analisar aimportante contribui¢éo das proteinas de
membranae o formato das heméacias, o autor relacionou, por
estudos dindmicos e por microscopia eletrénica, a acanto-
citose ndo s6 com as alteragdes dabanda 3, com deficiéncias
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da piruvato-quinase e pirimidina-5-nucleotidase. As altera-
¢Oes da banda 3 estéo também confirmadamente rel aciona-
das com a estomacitose hereditaria, fenétipo In(Lu), corea-
acantocitose e fendtipo McLeod (KX).14

Em outro trabalho foi estudado o gene AE1 de dois
irmé&os portadores de acidose tubular renal e nefrocal cinose.
Este gene codificaaproteinatransportadorade énions (AEL)
ou banda 3, expressa em hemécias e células dos tubul os re-
nais. Os autores identificaram que uma delecéo determinaa
mutacdo no codon 888 (Ala-888-->L eu) seguidadestop codon
naposi ¢ao 889, truncando a proteinaem 23 aminoécidos. Os
autores sugerem que aandlise precoce do geneAE1 eaiden-
tificacdo da mutagcdo descrita sejam decisivas para o diag-
nostico de nefrocal cinose.™

Casos de malformacdo congénita com proeminéncia
frontal e alteractes periféricas do Sistema Nervoso Central
tém sido associados adeficiénciade glicosilacdo do tipo I g.
Esta deficiénciacompromete aglicosilagao da proteina ban-
da 3 da superficie da hemécia. Trata-se de uma mutagéo do
gene ALG12 que codifica a dolichol-P-manose do sistema
reticul o-endoplasmético, o que determinaahipoglicosilagcdo
da GPA e alteracOes estruturais dabanda 3. Portanto, o estu-
do eletroforético desta proteinaem caso de malformagao con-
génita pode levar ao diagnostico.®

O sucesso ou a refratariedade da esplenectomia no
controle clinico daesferocitose hereditériaforam analisados
também. Nos estudos, os autores identificaram que os paci-
entes que tém sucesso com a esplenectomia mantém menos
de 60 moléculas de 1gG fixadas sobre as hemécias pos-proce-
dimento, caso estruturalmente tenham defeito na espectrina
enaanquirina. Nos casos de refratariedade, observaram que
as hemécias dos pacientes, apds 0 ato cirdrgico, mantinham
mais de 140 moléculas de | gG fixadas e, portanto, continua-
vam sendo opsonizadas. Neste caso, 0 paciente era portador
de deficiéncianabanda 3.7

A interacdo do marcador CD47 (Integrin-associated
protein/IAP) na matriz extracelular de membranas que co-
expressam aintegrinatem sido alvo de pesquisas. Concluiu-
se que este marcador nos eritrocitos € um ligante entre a
banda 3 e o complexo Rh ha manutencéo da integridade da
membrana.

M acréfagos e célul as dendriti cas expressam o receptor
SIRPo., 0 que ostornamenos ativos, minimizando o efeito da
doenca auto-imune. Quando as células sdo CD47 negativas,
o efeito inibidor da opsonizacdo n&o ocorre. Portanto, a
interagdo CD47 e SIRPa. tem um papel importante nalimita-
¢do do processo de destruicdo das hemécias em casos de
anemiahemoliticaauto-imune.*®

Glicoforinas
GlicoforinaA(GPA)

E a maior sialoglicoproteina transmembrana dos
eritracitos, correspondendo a2%-4% das proteinas de mem-
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brana. Em geral, asglicoforinastém trés dominios; um domi-
nio externo, onde estdo os oligossacarideos, um segmento
incluido no interior da bicamada e um segmento interno
citoplasmético. O dominio externo carrega determinantes
comumente conhecidos como En?. A concentragéo de GPA
sobre as hemécias é responsavel por 80% da carga negativa
destas células em fungao da suaconstitui ¢do bioquimicacom-
posta de &cido sidlico e carboidratos terminais. Essa super-
ficie negativa celular gjuda a minimizar ainteragdo célula
célulae prevenir aaglutinagdo eritrocitaria. A GPA é susceti-
vel aclivagem pelaenzimatripsing, ficinae papainanaregido
préximaa membrana eritrocitaria. Seu peso molecular é de
16kDa. A GPA parece estar presente de forma macica nas
linhagens celulares eritréides e pode ser detectada em dife-
rentes fases da divisdo celular em eritroblastos basofilos e
normoblastos.*°

Osdominios extracelulares da GPA e banda 3 séo extre-
mamente polimarficos. A associacdo da GPA com 0 AEL ou
banda 3 contribui com propriedades mecénicas namembrana
eritrocitéria e também apresenta relagdo com o grupo
sangliineo Wr® cujo sitio de ligag&o encontra-se exatamente
naregido das duas proteinas. Sobre o0 segmento N- terminal
externo da GPA, estdo representados os antigenos dos gru-
pos sangliineos M e N e os receptores de lecting, do virus
influenza e myxovirus. Estaporcéo daGPA atuaaindacomo
receptora para o parasita da maléria P. falciparum e para o
virus Sendai.?*#

A GPA e a GPB s8o pontos de ancoragem para 43
antigenos dos sistemas MNSs. Muitas anormalidades das
glicoforinas est@o descritas naliteraturaespecializada. A au-
séncia de GPA no homem determina um grupo sangiiineo
denominado En (a), jaAaausénciade GPA e GPB no mesmo
individuo determinaum fenétipo denominado M, e aausén-
ciaapenas da GPB determinaafatados antigenos Ses.®

Glicoforina B (GPB)

E umaglicoproteinatransmembranériade 10kDa, & co-
dificada pelo gene localizado no cromossomo 4g28-31. Ex-
pressa determinantes para os antigenos S e s. Esta presente
em todas as hemacias e seus precursores. A fungdo das
hemécias parece ser normal mesmo em individuos com defi-
ciénciade GPA e GPB. Osindividuos com fendtipo nulo MN:
En(a) sfo totalmente resistentes ainfec¢des por Plasmodium
falciparum 892

Glicoforina C (GPC)

A GPC é 0 menor componente protéico damembrana
eritrocitéria. E codificada pelo gene GY PC localizado no
cromossomo 2. Este mesmo gene codificaumaformatruncada
conhecidacomo glicoforinaD - GPD. A GPC é umaproteina
de 35kDa. Asglicoforinas C e D definem os grupos sang(ii-
neosGerbich: Ge:1, Ge 2, Ge:3eGe:4. A maioriadosfenttipos
expressa 0s quatro antigenos, no entanto alguns individuos
que sof reram mutacdo podem expressar fendtiposraros como
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Quadro 1. Glicoforinas A,B,C/D e banda 3: gene, localizagdo cromossdmica, peso molecular, sitio de expresséo e interagées®*

Proteina Gene Localizagdo PM (Da)* Sindnimos Sitio = Interagcbes
de expressao
GYPA 4028.2-q31.1 16274 Grupo sangiiineo MN Hemacias, feto, Banda 3
GPA, MN, PAS-2 reticulécito Receptor de Lectina
Sialoglicoproteina o Eritroblastos Receptor de Mixovirus
GPA Sialoglicoproteina MN Rc virus influenza
Antigeno CD235a
GYPB 4928-93 9796 Grupo sangiiineo Ss Hemaécias Complexo
protéico Rh
GPB PAS-3, GYPB, GPB,
CD235b, Ss
GPC Hemécias Banda 4.1
GPC,D 35124 Glicoforina D Figado Proteina de membrana
GYPD, GPD, CD236 Palmitolato 1
SLC4A1 17921-g22 101798 SLC4A1 Ubiquitaria Anidrase carb6nica IV
Banda 3 da - Anidrase carbénica Il
membrana da heméacia
BND3 Calnexina
Banda 3 Proteina eritr6ide Banda 3 Anquirina
EPB3 Anquirina 1
Anion exchanger protein 1 Complexo Rh
AE1, Antigeno CD233 Banda 4.1

Adaptado de Peri, S. Genome Research 2003

*A literatura demonstra diferentes pesos moleculares, sendo assim, foi padronizado usar a média entre 0 menor e 0 maior peso descrito

e adotar a unidade em daltons (Da).

o fendtipo Leach (Gel,2, 3,4), onde ocorre a deficiéncia
completatanto da GPC quanto daGPD. Todos osindividuos
de fendtipo L each apresentam eliptocitose hereditaria, des-
tacando o papel importante da GPC e da banda 4.1 no com-
plexo juncional .2 InformacOes e caracteristicasdas diferen-
tes glicoforinas estéo descritas no Quadro 1.

Hamuito tempo acredita-se que as glicoforinas servem
como receptores parao P. falciparum. No entanto, amaioria
dos estudos indicava a GPA como a receptora primaria e a
GPB como a secundéria. A proteina PFEBF-2 que seligaao
eritrécito humano € dependente de &cido sidico; os autores
demonstraram que ela ndo se liganem a GPA e tampouco a
GPB. A interacdo com o receptor da GPC representaum ter-
ceiro caminho paraainvasdo.?

Outras proteinas da membrana eritrocitaria

Outras proteinas maiores tém sido descritas na mem-
branado eritrécito. Sdo receptores enzimaticos ou hormonais
como o receptor dainsulinae o transportador de glicose que
corresponde a uma proteina da banda 4.5.

Asproteinas periféricasformam o citoesquel eto damem-
brana constituindo-se, principalmente, por espectrina, actina,
anquirina, proteina 4.1 e 4.9. Mesmo apoés a extracdo das
proteinas de membranado eritrocito em presenca de deter-
gente, 0 esquel eto membranario conservaaformadacélula

originéria. Trés das proteinas ja mencionadas interferem
essencialmente na estrutura: a espectrina, a actina e a ban-
da4.13

Proteinas periféricas

Espectrina

A espectrina € a mais abundante proteina periférica
do citoesquel eto e esta presente em um ndimero de 10° copi-
aspor célula. Apresenta peso molecular de 285kDa. E uma
proteinalonga e fibrilar constituida por duas cadeias poli-
peptidicas o e B com peso molecular de 240 e 220kDares-
pectivamente, correspondendo as bandas 1 e 2 na repre-
sentagdo esquematica da eletroforese de proteinas mem-
branérias (Figura3).

A espectrinarecebe esse nome por servir de sustenta-
¢do amembrana e ser a proteina periféricaresponsavel pelo
fendmeno dos ghosts eritrocitérios. A espectrina e poli-
peptidios associados sdo responsaveis tanto pelo formato
do glébulo vermelho quanto pelasua deformabilidade, além
de constituirem elementos estabilizadores da bicamada
lipidica!

Esta proteina, durante muito tempo, foi considerada
especifica dos glébulos vermel hos; no entanto, sabe-se que
€la esta presente em muitos outros tecidos. Elafaz parte da
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Figura 3. Representagdo esquematica de eletroforese de extrato
de membrana eritrocitaria; G3PDH = gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (banda 6); PAS = Periodic Acid Schiff, coloragéo
especifica para éster de &cido sialico?

familiade proteinas diméricas, interage com aactinaecom a
calmoduling, que, por suavez, interagem com cél ul as especi-
ficasno cérebro e poli peptideos especificos dacamadaciliar
do intestino. Os estudos bi oquimicos mostram que a espec-
trinaé clivada pelatripsinaem cinco segmentos: dominios o,
LILILIV eV partindo daextremidade NH, - terminal . Naca-
deia, osdominiosindividualizados por agéo daenzimasao
denominadosde B-l alV apartir daextremidade C- terminal,
como pode ser visto no Quadro 2. Ambas as cadeias o e 3
sdo fortemente homol ogas, possuindo 30% de absolutaiden-
tidade e estdo associadas de formaantiparal el a; 0 grupamento
NH,- terminal o dacabegado dominio o-l ficaface ao grupo
C- terminal do dominio B-1. Os dimeros da espectrina séo
associados in vitro sobre aformade tetr@meros dependendo
daforcaionicaetemperatura. A zonadeinteracdo do tetrémero,
queétambém aformafisiol6gica, é constituidapelaregido N-
terminal de umacadeiaa que esta de frente paraaregido C-
terminal de umacadeia do dimero oposto.*?

Os tetrémeros de espectrina se unem a outros pela sua
extremidade distal, através de curtos filamentos de actina
que formam "nés"' na malha do citoesqueleto eritrocitario.

Quadro 2. Agéo da tripsina sobre a espectrina: dominios o e 8
com seus respectivos pesos molecularestt

Dominios Peso molecular Dominios Peso molecular
(kDa) (kDa)
ol 80 B-1 28
o-ll 46 B-Il 65
ol 52 B-l 33
-V 41 B-1v 74
a-V 41 - -
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Estasinteractes espectrina-actinatém um elemento facilitador
representado pelaproteina4.1. A rede de espectrinasefixaa
um fragmento de 43kDaque emergem no citoplasma, ligado a
banda 3 por intermédio daanquirina(banda2.1).?

Aanquirina, banda 2.1 ou sindeina

A anquirina possui trés dominios estruturais: dominio
funcional, que se liga a subunidade B da espectrina; um se-
gundo dominio funcional que interage com a banda 3; um
dominio regulador que controlaafungéo dos dois preceden-
tes. Estaproteinatem peso molecular de434kDaeestarepre-
sentado em um ndmero de 10° cdpias por célula. Nos estudos
eletroforéticos em gel de poliacrilamida, as membranas dos
eritrécitos podem conter no local da corrida da anquirina
(banda2.1) bandas adicionais produtos de protetlise daban-
da2.1. Estas Ultimas séo denominadas 2.2, 2.3 etc.?

Arritmias cardiacas ocorrem devido a mutacGes da
anquirina-B, também conhecida como anquirina 2. Essas
mutacOes resultam, ainda, em umadesregul agdo naorganiza-
¢do celular da bomba de sodio, na troca sodio/calcio e nos
receptores inositol-1,4,5-triphosphate, os quais reduzem os
niveis e a atuagcdo desta proteina em tdbulos transversos.
Alteracoes nasinalizacdo de Ca?* em cardiomidcitos adultos
também ocorrem, resultando em extrasistoles. Osautoresiden-
tificaram um novo mecanismo paraarritmiacardiacadevido a
coordenagéo anormal de fungdes mltiplasrel acionadas aos
canais de transporte de ions.*

Banda4.1

A banda4.1 é umaproteinado citoesquel eto com gené-
tica e localizacéo tipicas e diversas. Esta proteina pode ser
encontrada, além damembranaplasmatica, em outraslocali-
zacOes intracelulares e no nicleo. Possui peso molecular de
97kDa e esta presente numericamente em 2x 10° cOpias por
célula®

Os mecanismos de adesdo celular sdo importantes ndo
SO para 0 mecanismo em si mas também para a manutencao
da morfogénese do tecido. A banda 4.1 é integrante de uma
familiade proteinas definidas sobre amembranado eritrécito
como "organizadores' do sistema de aderéncia. Seu estudo
el etroforético também mostra subunidades denominadas 4.1a
e4.1b. A subunidade 4.1b estalocalizada no compartimento
basal, regido de adesdo da espermatogonia.?®

Estudos demonstram que o0 maior ponto de ligagdo da
banda 4.1 na membrana do eritrécito € com aglicoforina C
(GPC) eD (GPD), equeabanda4.1 purificadapodeseligar a
doislocais distintos nas glicoforinas C/D. Uma destas inte-
racOesédireta, envolvendo residuos 82-98 naGPC (61-77 na
GPD), enquanto a outra interacdo € medida pela p55, uma
outra proteina periféricade membrana. A proteina p55 tam-
bém se liga a GPC. Nao existem evidéncias de que ocorra
interacdo da banda 4.1 com a banda 3 também. Acredita-se
que a distribuicéo nas ligacGes das trés proteinas a uma
membrananormal sejacorrespondente a40% parap55, 40%
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para GPC/D e 20% para a banda 3. Uma mesmaregi&o da
banda4.1ligaGPC/D e banda 3, enquanto o local deligacéo
dap55 édiferente. A interagdo envolvendo abanda4.1 com
p55 e esta com GPC/D sdo de alta afinidade, enquanto a
GPC/D com banda 3 é de baixaafinidade.?” O Quadro 3 mos-
tra as propriedades das principais proteinas do cito-
esquel eto eritrocitario.

Quadro 3. Propriedades das principais proteinas do citoesqueleto

Migragaju.) Outras - PM Interagbes
Eletroforética denominagdes (kDa)
Banda 1 espectrina o 240 anquirina, banda 4.1
Banda 2 espectrina § 220 Actina
Banda 2.1 anquirina ou 434 espectrina, banda 3

sindeina

Banda 4.1a 80 espectrina, actina
Banda 4.1b 78 Actina, glicoforinas
Banda 4.9 dematina 46 Actina
Banda 5 actina 33 espectrina, banda 4.1
Banda 7 tropomiosina, 32 ?

estomatina
Adaptado de Peri, S. Genome Research 2003

Banda 4.2 ou palidina

Proteina de peso molecular de 80kDa, estarepresenta-
da 100 mil vezes em cadaheméaciaeliga-secomabanda3 e
com anquirina, desempenhando um papel organizacional na
membrana.’2 E um importante componente no citoesquel eto
damembranaeritrocitariaporque regulaaestabilidade eflexi-
bilidade dos eritrécitos.®

Banda 4.9 ou dematina

A Banda4.9 éfosforiladapor vérias proteinas quinases
(PK) do eritrécito e apresenta peso molecular de 46kDa. Ao
realizar cromatografia das proteinas da membrana do
eritrécito, duas proteinas com similares mobilidades no gel
de eletroforese foram encontradas: a primeira com peso
molecular de 49kDa e pH bésico, e a segunda, com peso
molecular de50,5kDa, pH &cido. Foi verificado queaproteina
de49%Daseligaafilamentos de actina.?®

Para demonstrar a versatilidade de atuacdo da banda
4.9, realizou-se um estudo no qual osautores usaram atécni-
ca de immunoblotting revelando-a com um anticorpo anti-
banda 4.9, purificado e marcado. Demonstrou-se e quan-
tificou-se apresencade umaformade reacdo imune nabanda
4.9 nos cérebros e cristalino de aves e bovinos, no coracdo
de aves, tanto quanto em plaquetas humanas e de mamife-
ros, aves, peixes e eritrocitos de anfibios. A banda 4.9 foi
encontrada, ainda, em fibras corticais de cristalino e em
neurdnios cerebrais de aves.®

Banda5 ou actina
A banda 5 ou actina € o maior componente protéico
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do citoesquel eto damaioriadas células eucariontes. E abun-
dante elocaliza-selogo abaixo damembranacitoplasmética.
E umaproteinade 33kDaque formao denominado comple-
X0 juncional composto por 12 moléculas de actinaassocia-
das a banda 4.1, aducina e tropomiosina. Este complexo
fortalece aligac8o daactinacom aespectrina. Existem dois
tipos de actina: actina G (globular) e actina F (funcional),
sendo esta Ul'tima a que se compacta paraformar o comple-
X0 juncional .22

Banda6

Corresponde a enzima gliceraldeido-fosfato desidro-
genase (GAPD) de peso molecular de 36kDa que se liga a
banda 3 no mesmo local dahemoglobina.

Banda7

E umabanda compostaprincipal mente por tropomiosina
de peso molecular de 32kDa. Para serem visualizadas no es-
tudo eletroforético, o extrato membranario tem que ser trata-
do com MgCI2. Essa proteinaintegrao complexo juncional
associado a actina.*2

Aducina

E um heterodimero constituido de trés subunidades:
aducinal, com peso molecular de84kDa, aducina2 com 81kDa
eaducina3, com 79kDa. Liga-se as actinae espectrina. Des-
taca-se que a ligagdo da aducina a espectrina é inibida pela
banda 4.1, provavelmente por competirem pelo mesmo sitio
deligacéo.’2

Os quadros 4, 5 e 6 descrevem as proteinas mem-
branarias periféricas quanto a: nome, gene, localizacéo, PM,
sinbnimos, sitios de expresséo e interagdes.®

A imunoematol ogia, aimunoquimicaeaimunogenética
sdo as trigémeas do Ultimo século: elas nasceram, de fato,
em Viena, em 1900, quando tudo comegou com adescri¢do
do grupo sangliineo ABO, por Karl Landsteiner. A desco-
berta desse sistema permitiu, mais concretamente, o esta-
bel ecimento das bases cientificas da transfusdo sangiinea.
Nos anos seguintes a sua descoberta, Landsteiner previu
gue 0s grupos sangiiineos permitiriam, um dia, identificar
os homens tdo bem, ou melhor, que as suas préprias im-
pressfes digitais.

Desde 1908, sabe-se cientificamente que 0s grupos
sangliineos pertencem ao capital hereditério que cadaum de
nos recebe, que eles sdo transmitidos dos pais aos filhos,
seguindo as leis da genética, que alguns sdo constantes e
diversos, constantes no mesmo individuo, diversos nacole-
tividade, distribuidos segundo certas proporgoes através dos
séculos. Sdo milenares dentro de uma populagéo dada, per-
manecendo 0os mesmos do nascimento amorte do individuo
até o advento do transplante da medula 6ssea. O mosaico
constituinte damembranaeritrocitéria, os sistemas de grupo
sangliineo, suas colegdes e séries sdo testemunhos inequi-
vocos da hereditariedade. A intrincada diversidade expressa
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Quadro 4. Proteinas de membrana e caracteristicas

Proteina Gene Localizagcao (E'ZI)* Sindnimos E?(ri)tirzsds%o Interagbes
espectrina SPTAN1 9933-g34 285081 o -| espectrina Hemacia tirosina fosfatase tipo 4A.1
ndo-eritroide
NEAS Cérebro o actina
o -ll espectrina aducinale 2
SPTAN1 sinapsina |
SPTA2 e3B1
Calspectina actina
desmina
anquirina 1 e 2
31 proteioquinase C
banda 4.2
Espectrina beta |
banda 8 (Na/Ca)
banda 9 - isoforma A2
calpaina 3
banda 4.1
caderina associada 1
anquirina ANK2 4925-q27 433768  anquirina ndo-eritréide Cérebro Espectrina o
anquirina cerebral Msculo Espectrina 3 1
anquirina neuronal banda 8 (Na/Ca)
anquirina B Sigma receptor 1
molécula de adesdo L1
NrCAM
ANK1 8pll.2 206289 anquirina R Hemacias Obscurina
ANK Cérebro Espectrina
anquirina eritroide Musculo molécula de adesédo L1
banda 4 anion exchanger
neurofascina
Linfoma células T
AE2
Titina
Complexo Rh
Banda 4.1 EPBA41 1p36.2-p 97062 Protein 4.1 presles Ubiquitaria Receptor de dopamina D2 e D3
EPB41 31 espectrina
GPC
banda 4.2
Espectrina
banda 4.2
4.1, espectrina, Ras p21
Banda 4.2 EPB42 15915 79896 Proteina eritride 4.2 Hemacia banda 3
EPB42 sitaxina 12
E42P anquirina 1 e 2
Palidina CD47

Adaptado de Peri, S. Genome Research 2003
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Quadro 5. Proteinas de membrana e caracteristicas

Proteina Gene Localizagdo (EZI)* Sindnimos Eigi'gsizo Interacbes
Banda 49 EPB49 8p21.1 45643 Dematina Cérebro o actina
EPB49 Coracéo 3 espectrina
Proteina 4.9 Musculo Actina
Rins Banda 4.2
Pulmdes
Stem cell
Placenta
Péancreas
Figado
CAZ1 Hemécia CD2AP
Banda 5 CAPZA1 1p13.1 32924 CAPPA1 Placenta Actina
CAPZ Feto 32 Capz
o 1 Cap protein Musculo esquelético
o1 Capping protein,
o1 F-actina
a1l CAPZ
Ecapz
GAPDH Ubiquitaria Receptor de
androgénio
Banda 6 GAPD 12p13.31-p13.1 36056 G3PD Fosfolipase D2
Gliceraldeido 3 fosfato Tubulina
Desidrogenase Actina
Banda3
Banda 7 STOM 9g34.1 31733 Banda 7.2 Hemacia Anion exchanger 1
EPB72 Amiloridina
EPB7 Leucdcito
Proteina integral de membrana Célon
eritrocitaria banda 7
BND7 Intestino delgado
Estomatina Ovério
Testiculo
Prostata
Timo
Baco
Coracgéo
Placenta
Pulmé&o
Figado

Musculo esquelético

Pancreas, rins

Adaptado de Peri, S. Genome Research 2003
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Quadro 6. Proteinas de membrana e caracteristicas

Proteina Gene Localizagéo (E'ZI)* Sindnimos Eipi)tirgsds%o Interagbes
Aducinal ADD1 4p16.3 84324 o aducina Ubiquitaria Aducina 2
ADD1 pt de choque 105 kDa
Aducina eritroide o espectrina
ADDA Calmodulina 1
Espectrina
3 1 espectrina
Na+-K+-ATPase
Aducina 2 ADD2 2pl4-p13 80859 ADD2 Cérebro Espectrina
3 aducina Stem cell Rabphilin-34
Subunidade 3 Hemécia Aducina
da aducina
ADV Aducina 2
Calmodulina 1
Fyn
ADD3 10924.2-q24.3 79159 Aducina like 7.0
Aducina 3 ADDL
ADD3 Ubiquitaria

na membrana eritrocitéria define a identidade biol 6gica de
cada um, reconhecendo o caréter Unico do ser humano.

O estudo da diversidade dos antigenos, a caracteriza-
¢do bioquimicadas diferentes proteinas e o estabel ecimento
das fungdes desta multiplicidade antigénicatrara uma subs-
tancial contribui¢do tanto para o estabel ecimento do estado
de salide, assim como para o diagndstico, desenvolvimento
de tecnol ogias como a produgéo de anticorpos monoclonais
e a conduta terapéutica de muitas enfermidades, como € o
exemplodamdéria

Abstract

This article describes the structures and functions of the erythrocyte
membrane and its importance in transfusional medicine. The
erythrocyte membrane is one of the best known membranes in terms
of structure, function and genetic disorders. As any other plasma
membrane, it mediates transport functions. It also provides the
erythrocytes with their resilience and deformability. According to
the International Society of Blood Transfusion (ISBT), more than
500 antigens are expressed in the erythrocyte membrane, and around
270 are involved in transfusion reaction cases and hemolytic diseases
of the fetus and newborn. Inthe ISBT classification, the high frequency
series is represented by antigens in more than 99% of population
(high prevalence antigen). In transfusion, the absence of these
antigens determines severe problems as for example, one woman
without the P antigen suffered 6 repetitive miscarriages due to
placental insufficiency, which was caused by an antibody formed
against the absent P antigen. Some important erythrocyte membrane
proteins are described here including Band 3, Glycophorins and
spectrin. The most abundant integral membrane protein is Band 3

Adaptado de Peri, S. Genome Research 2003

and its main function is to mediate exchange of chloride and
bicarbonate anions across the plasma membrane. The second most
abundant integral membrane protein in the human erythrocyte is
sialoglycoprotein glycophorin A (GPA). With its high sialic acid
content, GPA is the main contributor to the net negative cell-surface
charge and is thus critical for minimizing cell-cell interactions and
preventing red cell aggregation. Glycophorin C (GPC) is the recep-
tor for PfEBP-2 (baebl, EBA-140), the newly identified erythrocyte
binding ligand of Plasmodium falciparum. The ternary complex of
spectrin, actin and 4.1R defines the nodes of the erythrocyte
membrane skeletal network, and is inseparable from membrane
stability when under mechanical stress. This erythrocyte membrane
review is important for a better understanding of transfusion
reactions, where the antibody formation against high prevalence
antigens makes compatible transfusions difficult. The study of antigen
diversity and biochemical characterization of different proteins will
contribute to healthcare, as well as diagnosis, development of
technology such as monoclonal antibody production and the
therapeutic conduct of many diseases. Rev. bras. hematol. hemoter.
2007;29(2):168-178.

Key words: Erythrocyte membrane; proteins; antigens;
glycophorins.
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