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Resumo

A membrana eritrocitdria estd ligada a um esqueleto subjacente via proteinas de membrana integrais, as quais, juntamente com as
proteinas esqueléticas atuam no sentido de estabelecer a forma e as propriedades mecénicas da célula.Os eritrécitos constituem
um mecanismo eficaz de transporte de gases no sangue, fungdo essa facilitada por sua geometria discoide e bicdncava. Sdo células
sujeitas a altas pressdes impostas pelo sistema artério-venoso e sujeitas a grandes deformagdes em decorréncia ao passarem através
de capilares com 2 a 3 um de didametro. A membrana plasmatica e o citoesqueleto eritrocitario apresenta papel extremamente
importante na capacidade de deformacdo celular do eritrécito e na manutengdo da integridade estrutural da célula. Anormalidades
na fragdo proteica que compdem a membrana e o citoesqueleto eritrocitario (glicoforina, proteina de banda 3, espectrinas, proteina
4.1, anquirina dentre outras) tem impacto direto na deformidade celular. Defeitos nessas proteinas alteram as fungdes eritrocitarias e a
morfologia celular causando esferocitose, estomatocitose, eliptocitose dentre outras alteragdes do formato celular. O estudo topolégico
das proteinas que estdo presentes na membrana do eritrécito e em seu citoesqueleto constitui uma fonte rica de informagdes para
compreender de forma mais plena a fungdo desses elementos na fisiologia celular e também nas disfungdes celulares.
Palavras-chave: Eritrécito. Topologia. Membrana. Citoesqueleto. Proteinas.

Abstract

The erythrocyte’s lipid bilayer is linked toan underlying membrane skeleton via integral membrane proteins, which together with the
skeletal proteins help establish the shape and mechanical properties of the cell.Erythrocytes are an effective mechanism for transport
of gases in the blood, this function is facilitated by its geometry and discoid biconcave form. Cells are subjected to high pressures
caused by arterial e venous system and subject to large deformations due to pass through capillaries with a diameter of 2-3 um. The
erythrocyte plasma membrane has important role in cell deformability of red blood cells and in maintaining the structural integrity of
the cell. Abnormalities in protein fraction comprising the erythrocyte membrane (glycophorin, band 3, cytoskeletal proteins such as
spectrins, protein 4.1, ankyrin and others) have a direct impact on erythrocyte deformity. Defects in these proteins alter the functions
and erythrocyte cell morphology causing spherocytosis, elliptocytosis stomatocytosis among others. The topological study of proteins
that are present in the red blood cell membrane and its cytoskeleton constitutes a rich source of information to understand more fully
the functions of these elements in cellular physiology and also in cellular dysfunctions.
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INTRODUCAO

A membrana plasmatica do eritrdcito apresenta
papel chave na manutencdo da forma biconcava da célula,
sendo constituida por 42% de lipidios, 52% de proteinas
e 7% de carboidratos’. E funcionalmente semelhante
as demais membranas celulares, apresenta as mesmas
propriedades biofisicas das de outras células, tais como:
define os limites da célula, mantém a assimetria entre
as concentragBes de ions presentes no citosol e no meio
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externo, é seletivamente permedvel, exerce fungédo de
reconhecimento molecular, constitui a interface entre
o meio externo e o citosol'. A membrana eritrocitaria
compde parte do citoesqueleto, e confere a célula
flexibilidade e resisténcia, propriedades necessarias ja que
as células do sangue estdo constantemente submetidas a
traumas inerentes a dindmica do sistema cardiovascular.

As proteinas ancoradas na membrana eritrocitaria
podem ser classificadas em integrais e periféricas ou
extramembrandrias. As proteinas integrais sdo aquelas
gue estdo imersas na bicamada lipidica enquanto que as
periféricas, que constituem o citoesqueleto, encontram-
se dispostas na face interna da bicamada lipidica,
interagindo entre si (Figura 1). As proteinas periféricas
sdo as espectrinas (alfa e beta), anquirinas, bandas 4.1,
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4.2, demantina, actina, aducina, bandas 6 e 7. Ainteracdo
dessas proteinas do citoesqueleto com a bicamada
lipidica e com as proteinas integrais da membrana sdo
responsaveis pela flexibilidade e deformabilidade do
eritrocito. Dentre as diversas proteinas que encontram-
se ancoradas a membrana plasmatica eritrocitaria
destacam-se a proteina de banda 3 ou proteina de troca
de ions (anion exchanger 1, AE1) um transportador de
membrana cuja fungdo é promover trocas de Cl-/HCO3-
possibilitando aumento da capacidade eritrocitaria
de transportar CO2 ja que mais de 60% desse gas é
transportado no interior do eritrécito na forma de HCO3-,
fendbmeno esse chamado fuga de cloreto.

Outras proteinas da membrana eritrocitdria
incluem as glicoforinas A, B, C, D, que possuem receptores
de membrana e antigenos que atuam no reconhecimento
célula-célula em sua porcdo extracelular além de
estabilizar o citoesqueleto através de ligagbes com a
proteina 4.1 na face interna da membrana plasmatica?
(Figura 1). Os principais componentes de membrana
associados ao citoesqueleto sdo as proteinas espectrina e

Glicoforina A

Proteina de
banda 3 (AE-1)

Glicoforina C

actina. Quatro a seis moléculas de espectrina estendem-
se radialmente a partir de cada protofilamento de actina
central formando um complexo supramolecular chamado
“complexo juncional”.

Estes complexos juncionais sdo ainda formados
por proteinas adicionais, incluindo tropomodulina,
tropomiosina, proteina de banda 4.1, a proteina de
banda 4.2 e aducina, que individual ou coletivamente
desempenham um papel essencial na formagao de pontes
entre o citoesqueleto e a bicamada lipidica, aumentando
as interagbes espectrina-actina no complex juncional?,3.

Essas proteinas do citoesqueleto membranario
formam uma verdadeira malha, que constitui quase
uma concha para o material intracelular. Este esqueleto
é responsavel pela forma, biconcava normal ou anormal,
em caso de defeitos genéticos, dos glébulos vermelhos,
e representa por si s6 60% da massa protéica de toda a
membrana3. A Tabela 1 mostra os efeitos decorrentes de
falhas genéticas na sintese de proteinas de membrana ou
do citoesqueleto eritrocitario.

Glicoforina B

' AR Glut-1

Anquirina

\ ) . _
Banda 4.1 Alfa espectrina Beta espectrina

Tropomiosina

Figura 1. Arquitetura da membrana eritrocitaria mostrando a disposi¢do de importantes proteinas integrais e também proteinas

que formam o citoesqueleto celular.

Tabela 1. Transportadores Cl-/HCO3- e suas propriedades.

Proteina

Efeitos decorrentes da alteragao genética

Anquirina

Esferocitose dominante em aproximadamente 50% dos casos.

Esferocitose dominante em aproximadamente 50% dos casos.Esferocitose dominante (presenga

" B-Espectrina
Raramente esferocitose recessiva.

de esferoacantécitos em aproximadamente 30% dos casos).

Eliptocitose em aproximadamente 5% dos casos.

a~Espectrina

Eliptocitose em aproximadamente 80% dos casos.

Esferocitose dominante e recessivas raras com presenca de esferocitos

Esferocitose recessiva (dupla heterozigose), rara ovalocitose do sudoeste

Banda-3 pingados.
asiatico.
Banda 4.2
Banda4.1  Eliptocitose em 15% dos casos.
Glicoforina C  Eliptocitose rara.

Esferocitose dominante recessiva rara (prevaléncia quase exclisiva do Japao).
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O eritrdcito como transportador de CO2

Quase todo o CO: gerado pelo metabolismo
tissular é transportado no interior dos eritrécitos
na forma quimicamente modificada de HCO-s. A en-
zima anidrase carbdnica presente em altas concen-
tragdes no interior dos eritrécitos catalisa a hidra-
tacdo do CO: para formar H.COs. Essa reagdo é
dirigida para a direita, pela acdo das massas, visto
que o CO: esta em constante produgdo por parte
dos tecidos. Nos eritrécitos o H.COs se dissocia em
H+ e HCOs-. O préton de hidrogénio (H+) permane-
ce no interior do eritréocito onde sera tamponado
pela desoxihemoglobina, e transportado, para o
sangue, nessa forma. Nos alvéolos, a ligacdo do O:
ao centro heme da hemoglobina promove a libera-
¢do de H+ da molécula de hemoglobina cumprindo
assim uma func¢do acida. Essa reagdo desencadeia o
deslocamento do CO: em suas formas carbamino-
-hemoglobina e HCO-s esse processo é conhecido
como Efeito Haldane. J&a o HCOs- é transportado
para o plasma trocado pelo Cl-, fenémeno chamado
fuga de cloreto que é realizado por uma proteina
trocadora de anions chamada de proteina de banda
trés ou eAE1. A troca Cl- / HCOs- ocorre no sentido
de manter o balango das cargas elétricas. Se o H+
produzido por essas reacdes permanecesse livre
em solucgdo, acidificaria os eritrdcito e o sangue ve-
noso com efeitos deletérios para o organismo. A
entrada de cloreto é acompanhada pelo desloca-
mente de dgua para o interior do eritrocitario pro-
movendo um efeito de turgecéncia no eritrécito.
Cerca de 21% dos CO: intraeritrocitario é transpor-
tado ligado a terminais NHz de residuos de aminoa-
cidos das subunidades alfa e beta da hemoglobina
e uma pequena fracdo de cerca de 5% é transporta-
do na forma fisica no citosol eritrocitario (Figura 2).
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Figura 2. Formas de transporte de CO2 no interior dos eritrdci-
tos. Cerca de 90% do CO?2 tissular é transportado no interior
dos eritrécitos e desse valor aproximadamente 63% reage com
a dgua para formar H2CO3 (acido carbonico) que é dissociado
pela anidrase carboénica para dar origem ao HCO3- que é extru-
dido para o meio extracelular em troca com o cloreto. Essa op-
eragdo é realizada pelo antiportador eAE1.

Proteina de banda 3 ou AE1

A proteina AE1 recebe também o nome de prote-
ina de banda 3 em fungdo de seu posicionamento no gel
de eletroforese, compreende 25% do total de proteinas
presentes na membrana do eritrdcito e faz parte da fa-
milia dos transportadores de HCO-3 cujos membros
apresentam significativas diferengas entre si tais como,
distribuicdo tecido-especifica (epitélio apical ou basola-
teral, eletrogenicidade, regulagdo e fungdes fisioldgicas®.
Essas proteinas estdo implicadas em uma grande varie-
dade de doengas como, por exemplo, hipertrofia cardia-
ca, esferocitose eritrocitica hereditaria, acidose tubular
renal distal e proximal epilepsia, bdcio, sindrome de
Pendred e fibrose cistica®. Os transportadores de bicar-
bonato sdo expressos por duas familias distintas de ge-

nes, SLC4A e SLC26A (Figura 3).

Familia SLC4 ., Familia SLC26A - a
Antiportadores CI/THCO Antiportadores CITHCO
Na*dependente SLC26 A7
(NCBE)
NDCBE

SLC26A3

Na"independente Pendrina
AE3 ’
AE2" SLC26A6
AE1
SLC26 A9

Figura 3. Dendrograma filogenético de antiportadores Cl-/
HCO3-. A sequéncia de residuos de aminoacidos correspond-
ente ao gene humano do transportador Cl-/HCO3- foi alinhada
usando o programa Clustal W (http://aliign.gonome.jp/). O
comprimento de cada linha indica a relativa distancia evolu-
cionaria de cada transportador. Os transportadores estdo di-
vididos em duas grandes familias, SLC4A e SLC26A sendo a
familia SLC4A subdividida em duas subfamilias, sédio depend-
ente e sddio independente. Na subfamilia sédio dependente
NCBE estd entre parénteses porque foi proposto que esse
transportador fosse um Na+/HCO3- em vez de um antiporta-
dor Cl-/HCO3-.

Fonte: Pamela T. Bonar and Joseph R. Casey. Plasma mem-
brane Cl-/HCO3- exchangers Structure, mechanism and physi-
ology. Channels 2:5, 337-345; September/October 2008.

A sequiéncia de DNA do gene que codifica a AE1 é
composta de 20 éxons e 19 introns estando localizada
no cromossomo 17q12-q21 e constituida de 17 kb no
total®. O gene da banda 3 era comumente chamado de
AE1 (anion exchanger 1 gene), porém, foi recentemente
renomeado como SLC4A1 (Solute Carrier Family 4, Anion
Exchanger, Member 1), pelo comité de nomenclatura do
mapeamento genético humano (Human Gene Maping
—HGM). Esses transportadores tem sido intitulados pela
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HUGO (Human Genome Organization) como “proteinas
soluto carreadoras” (SLC). A familia SLC4A contém os co-
-transportadores sddio-bicarbonato (NBCs), transporta-
dores Cl-/HCO3- sédio dependentes (NDCB e NCBE), e
transportador cloreto-bicarbonato sédio independente
(AE1, AE2 e AE3). J4 a familia SLC26A congrega transpor-
tadores Cl-/HCO3- que apresentam em certos casos me-
canismos de funcioamento eletrogénicos. Ha cinco dife-
rentes transportadores Cl-/HCO3- nessa familia
(SLC26A3, Pendrina, SLC26A6, SLC26A7 e SLC26A9).

A nomenclatura um tanto cadtica dos transporta-
dores de Cl-/HCO3- pertencentes as familias SLC4A e SL-
C26A deve-se em parte ao fato de que esses antiporta-
dores foram descobertos a mais de vinte anos atras’. Em
muitos casos, a mesma proteina foi descoberta por pes-
quisadores diferentes e de forma independente sendo
que lhes atribuiram nomes distintos. A Tabela 2 elenca
todos os transportadores de anions e seus respectivos
nomes bem como sua distribui¢do tissular dentre outras
informacgdes relevantes. A especificidade e eletrogenici-
dade de alguns transportadores Cl-/HCO3- ainda é um
ponto de celeuma entre a comunidade cientifica de
modo que, as informagdes presentes na Tabela 2 sdo de-
correntes de nossa interpreta¢do dos dados presentes
na literatura especializada.

O dominio transmembranar da proteina AE1-3 é
que apresenta a fung¢do carreadora Cl-/HCO3- e é forma-
da por cerca de 500 residuos de aminodcidos, essa re-
gido apresenta aproximadamente de 80% de homologia
com os carreadores AE2 e AE3™. O exato numero de al-
¢as transmembranares é incerto, mas, através de analise
da sequéncia de aminodcidos de proteina AE1 de ca-

Tabela 2. Transportadores CI-/HCO3- e suas propriedades.

mundongos hipotetizou-se a presenca de 12 a 14 seg-
mentos transmembranicos® (Figura 4). O antiportador
AE1 é expresso por um gene localizado no cromossomo
17921-g22 sendo composto por 911 residuos de amino-
acido em sua sequéncia possuindo, 13 hélices trans-
membranicas com e suas por¢ées amino e carboxitermi-
nal orientadas para o meio intracelular (Figura 3)* E
considerado a principal proteina integral dos eritrécitos
com peso molecular de 102KDa respondendo por cerca
de 25 a 30% de toda massa protéica da membrana eri-
trocitaria'’. A A1E apresenta um sitio de glicosilagdo em
um residuo de asparagina (aminoacido 642) enquanto
que as outras isoforma, AE2 e AE3 apresentam sitios de
glicacdo na terceira hélice transmembranar?. O primei-
ro gene de transportadores Cl-/HCO3- a ser clonado foi
do antiportador A1E em 19858, subsequentemente os
genes dos transportadores AE2 e AE3 foram também
clonados usando-se sondas especificas®. Os transporta-
dores AE1, AE2 e AE3 sdo Na+ independentes e trans-
portam Cl-/HCO3- reversivelmente seguindo um gra-
diente de concentragdo®. Os trés antiportadores sdo
compostos por trés dominios, um transmembranar um
carboxiterminal e um aminoterminal, esses dois Ultimos
estdo orientados para o meio intracelular e variam de
tamanho de acordo com a isoforma. Todos os antiporta-
dores da classe SLC4A apresentam cerca de 40 residuos
de aminoacidos que interagem com a anidrase carboni-
ca.

Além dos eritrocitos esta presente ainda na
membrana basolateral das células intercaladas, nos tu-
bulos contorcidos distais dos néfrons, na alga de Henle.
No eritrdcito, sua principal fungdo é atuar como antipor-

Transportador Nomenclaturas

Distribuigdo tissular / Localizagédo

Mecanismo/Eletrogenicidade

epitelial
AE1 SLC4A1, Band Entrdcitos, nns, coracdo /| KAE1 Membrana CI, HCOs
3, kAE1, eAE1  basolateral das células dos ductos coletores antiportador/eletroneutro
renais.
AE2 SLC4A2 Membranas basolaterais de uma forma geral Cl, HCOs
antiportador/eletroneutro
AE3 SLC4A3 AE3c, Cérebro, coracio, retina, hipofise, adrenais; CI, HCOs
AE3f N&o epithelial. antiportador/eletroneutro
NDCBE SLCA4AS, Cortex pré-frontal, testiculos, midcitos Na*dependente CHHCOs
NDAE1 kNBC-3 cardiacos, oocitos
NCBE SLC4A10 Midcitos cardiacos, neurdnios, nns, Utero, Na*/HCOs cotransporte ou Cl-
NBCn2 cortex adrenal, plexo coroidal/ Basolateral HCOx Na* dependente /[
eletroneutro
SLC26A3 DRA, CLD Célon, fleo, midcitos cardiacos, glandulas CI, /[HCQx / eletroneutro
sudoriparas écrinas / Apical
Pendrina SLC26A4, PDS Tiredide, ouvido intemo, nns, prostata / Cl, /HCOs também F /
Apical eletroneutro
SLC26A6 PAT-1, CFEX Rins, coracio, epitélio bronguico, pancreas, CI, /HCOs também oxalato e
prostata, timo, intestinos/Apical formato eletroneutro
SLC26AT SLC26AT Tiredide, rins, estdmago retina, epitélio CI HCOs
olfatério /Basolateral antiportador/eletrogénico
SLC26A9 SLC26A9 Glandulas salivares, coracdo, cérebro, CI, HCOs

estémago, traquéia, rins, epitélio pulmonar /
Apical

antiportador/eletrogénico
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Figura 4. Topologia do transportador eritrocitario AE1 (eAE1). A proteina eAE1 re-
aliza um transporte do tipo antiporte extrudindo um danion HCO3-ao mesmo tempo
que transporta Cl- do meio externo para o meio intracelullar. O residuo E681 esta

envolvido na barreira de permeabilidade, a

via de translocagdo idnica esta realgado

por um *, e os residuos DADD séo locais de interagdo com a anidrase carbodnica ll e
estdo destacados em preto. A estrutura estendida é mostrado na regido 806-835
ndo é para implicar dobramento da proteina no modelo. Uma vez que existe uma
grande quantidade de conservagdo da sequéncia entre os membros SLC4A, o mod-

elo provavelmente reflete a topologia dos

outros membros SLC4A. SLC26A protei-

nas, no entanto, ndo tém o suficiente conservagdo da sequéncia com a familia SLC4A
para ter certeza de sua topologia, embora a analise sugere hidropatia 14/12 TMs.

Indica sitios de glicagdo que carreiam parte

tador HCO3-/Cl-, mas tem com outras fung¢des no eritro-
cito tais como, metabolismo da glicose eritrocitaria, ma-
nutencdo da morfologia celular e remocgdo de células
senescentes . O Cl- é transportado um milhdo de vezes
mais rapido que seu cation correspondente, o K+ e ape-
nas mil a dez mil vezes mais rapido que qualquer outro
anion bivalente como, por exemplo, o sulfato!’. Sua por-
¢do citossolica atua como uma grande subunidade orga-
nizadora integralizadora interagindo com muitas outras
proteinas periféricas ou ligantes tais como, anquirina (a
maior ponte para o citoesqueleto espectrina-actina),
proteina 4.1, proteina 4.2, a enzima aldolase, gliceralde-
ido-3-fosfato desidrogenase (G3PD), fosfofrutocinase
(PFK), desoxihemoglobina, tirosina-cinase p72syk e he-
micromos, que regulam a intera¢do do citoesqueleto
com enzimas da via glicolitica 3,

Essa interacdo com a anidrase carbonica forma
HCO3- e da origem a um metdbolon. Um metdbolon é
um é um complexo estrutural-funcional temporério for-
mado entre enzimas seqlienciais de uma dada via meta-
bdlica, unidas por interagdes ndo covalentes, e elemen-
tos estruturais da célula, como, por exemplo, proteinas
de membrana integrais e proteinas do citoesqueleto. A
formacgdo de metabolons permite conduzir o produto
metabdlico intermedidrio de uma enzima diretamente

dos antigenos do sistema ABO.

como substrato para o sitio ativo da enzima subsequen-
te em uma determinada via metabdlica. No caso do
transportador AE1 a formagdo do metabolon permite a
conversao eficiente de H2CO3 em H+ e HCO3- por parte
da anidrase carbonica.

Durante o funcionamento do metabolon a quan-
tidade de agua necessaria para hidratar as enzimas en-
volvidas em uma dada via metabdlica é reduzida e a ati-
vidade da enzima é aumentada, de fato a formacdo de
metdbolon para a geracdo de HCO3- por parte de AE1
aumenta o fluxo de HCO3- em cerca de 40% . O trans-
portador AE1 é expresso em duas isoformas diferentes
eAE1 com 911 residuos de aminoacidos e presente nos
eritrécitos e KAE1 com 846 residuos de aminodcidos ex-
pressonasuperficie basolateral das células a-intercaladas
presentes nos ductos coletores renais. Essas duas isofor-
mas diferem entre porque a eAE1 apresenta adicionais
65 residuos de aminoacidos necessarios para sua intera-
¢d0 com o citoesqueleto eritrocitario 6, ¢, Os eritrdcitos
apresentam cerca de 106 cépias de transportadores AE1
compondo assim, mais de 50% de todas as proteinas in-
tegrais da membrana eritrocitaria.

A principal funcdo da proteina AE1 é sem duvida
o antiporte Cl-/HCO3-, no entanto, uma segunda e im-
portante funcdo é exercida pela AE1, agir como ancora
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do citoesqueleto eritrocitdrio. Essa interacdo de AE1l
com o citoesqueleto lhe fornece a flexibilidade necessa-
ria para deformar-se em seu transito pelos capilares *. A
AE1 existe no eritrécito em duas formas possiveis, dime-
ros e tetrameros, sendo que, em sua forma tetramérica
seu dominio N-terminal interage com a proteina anqui-
rina e através da anquirina liga-se a outras proteinas
celulares tais como, proteina a e B-espectrina & 7 8, O
dominio N-terminal é ainda capaz de agir com enzimas
da via glicolitica, hemoglobina, proteina 4.1 e 4.2. Con-
tudo, essas interagdes sdo dependentes do estado fosfo-
rilado do dominio N-terminal. As interagcGes moleculares
de AE1 com proteinas do citoesqueleto sdo de particular
interesse clinico uma vez que, a esferocitose hereditaria
uma das disfungGes mais comuns da membrana do eri-
trécito decorre de mutagdes em AE1 que acaba por criar
defeitos de interagdo com proteinas do citoesqueleto *°.

A esferocitose hereditaria é um tipo de anemia
de transmissao hereditdria que se traduz pela presenca
de eritrocitos microciticos e hipercrémicos, de forma es-
férica e sem palidez central e osmoticamente frageis.
Clinicamente, os pacientes podem apresentar desde
condi¢Oes assintomaticas até quadros graves de anemia
hemolitica. Nessa condigdo os eritrécitos que, que nor-
malmente vivem até 120 dias, passam a ter vida média
mais curta em fungdo das alteragdes estruturais da
membrana eritrocitdria. Concomitantemente a hemoca-
terese aumenta o que explica a esplenomegalia e a icte-
ricia na esferocitose hereditaria 2. Outra condigdo clini-

ca que envolve desordem da membrana eritrocitaria é a
estomatocitose que decorre de pontos de mutagdo em
segmentos transmembranares de AE1 conferindo-lhe
atividade de canal catiénico®. A estomatocitose tam-
bém conhecida por hidrocitose, e xerocitose hereditaria
é um grupo heterogéneo de doengas de membrana do
eritrocito. Caracterizam-se por causarem discreto a mo-
derado graus de anemia hemolitica, alteracdo na per-
meabilidade da membrana a cations, e sua heranca é do
tipo autossdmica dominante. Na estomatocitose heredi-
taria os eritrécitos sdo afetados por aumento da perme-
abilidade e do fluxo de sddio e potdssio, resultando no
aumento do conteudo de agua e turgecéncia do eritroci-
to. Diante desse processo ocorre aumento do sédio e
diminuicdo do potassio no eritrdcito, pois o defeito na
permeabilidade do sédio é maior que a do potassio. No
sangue periférico, os eritrocitos turgidos se apresentam
com uma fenda na regido central, semelhante a uma
“boca”, que em grego significa “stomatos”, dai o termo
estomatocitose®.

Gliforinas

As glicoforinas sdo proteinas transmembranares
unipasso, ou seja, atravessam a membrana plasmatica
uma Unica vez em forma de alfa hélice. A principal glico-
forina presente na membrana eritrocitaria é a glicofori-
na A, mostrada na figura 5 outras trés glicoforinas iden-
tificadas por B, C,e E também fazem parte da membrana,
porém em baixissimas concentrag¢des. A figura 6 mostra
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Figura 5. Estrutura da glicoforina A de eritrécito humano. A glicoforina A apresenta massa de aproximada-
mente 60%de carboidratos, sustenta 15 oligossacarideos O-ligados ( — ) e um N-ligado (= ). Na caixa
abaixo, mostra a seqliéncia predominante dos oligossacarideos O-ligados. Sua por¢do carboxiterminal estd
orientada para o meio intracelular é rica em residuos de aminodcidos anidnicos (destacados em preto) e
cationicos (inseridos nos circulos). A proteina apresenta uma Unica alga transmembranica com 19 residuos
de aminodcidos predominantemente hidrofébicos. Existem duas variantes genéticas comuns da glicoforina
A: a glicoforina AMque possui Ser e Gli respectivamente nas posi¢cdes 1 e 5 e a glicoforina AN que apre-
senta L e E (setas) nessas posi¢Bes. Na face citossdlica existem quatro residuos de aminoacidos positiva-
mente carregados que formam ligages iGnicas com grupos negativamente carregados presentes nas ca-
becas polares dos fosfolipideos adjacentes. A porgdo extracelular da glicoforina A apresenta cadeias
osidicas e somente 1 dos 16 oligossacarideos é uma cadeia pequena O-ligada (a exce¢do é um grande oli-
gossacarideo ligado a um residuo de asparagina na posigao 26. LEC, Liquido extracelular; LIC, Liquido in-

tracelular.
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o alinhamento entre todas as glicoforinas. A glicoforina
A se projeta para a parte externa da célula, apresenta-se
com maior concentragdo, é altamente glicada, e é res-
ponsdvel pela determinagdo do grupo sanglineo ABO,
de fato, a quantidade de carboidratos é tdo alta que é
responsavel por cerca de 60% do peso da molécula. As
glicoforinas sdo extensamente sialisadas, ou seja, apre-
sentam grande quantidade de acido sialico o que lhes
confere grande eletronegatividade sendo, portanto, res-
ponsdveis por 80% da eletronegatividade eritrocitaria.
Em funcdo dessas cargas negativas os eritrécitos repe-
lem-se mutuamente evitando assim adesdo celular *.
Entretanto, verificou-se que individuos que apresentam
deficiéncias em glicoforinas ndo apresentam adesdo ce-
lular clinicamente importante, entretanto, deve-se des-
tacar que nesses individuos a proteina AE1 apresenta-se
mais intensamente glicada o que aparentemente com-
pensa a falta de cargas negativas necessarias para preve-
nir a interagdo célula-célula 2.

Glicoforina A (GPA) - é a maior sialoglicoprotei-
na eritrocitaria correspondendo a cerca de 2 a 4% das
proteinas de membrana eritrocitdrias, apresenta peso
molecular de 16Da. A GPA é suscetivel a clivagem pela
tripsina, ficina e papaina em seu dominio préximo &
membrana eritrocitdria . A glicoforina A esta presente
de forma macica em todas as fases de diferenciagao eri-
trocitaria desde eritroblastos até normoblastos 2. Os
dominios extracelulares de GPA e proteinas AE1 sdo ex-
tremamente polimadrficos. A associacdo de glicoforina A
e proteina AE1 além de contribuir com as propriedades
mecanicas da membrana eritrocitdria ainda apresenta
relagdo com o grupo sanguineo Wrb, um par de antige-
nos do sistema Diego. O polimorfismo Wra/Wrb foi des-
crito em 1995, quando foi demonstrado que a troca de
um residuo de aminodcido na posi¢do 658 da proteina
AE1 determinaria a expressdo dos antigenos Wra ou
Wrb , caso apresentasse, lisina ou acido glutamico, res-
pectivamente, naquela posi¢do 2. A por¢do aminotermi-
nal da glicoforina A apresenta ainda receptores de lecti-

na utilizados como elementos receptores utilizados
pelos protozoarios (P. falciparum) da malaria e para o
virus sendai para se fixarem e penetrarem no eritrécito
%, Dessa forma, admite-se que individuos que apresen-
tam caréncia de glicoforinas na composicdo da membra-
na eritrocitaria sao resistentes as infec¢des de plasmo-
dios da maldria®.

Glicoforina B — Trata-se de uma glicoproteina de
10 kDa codificada pelo gene situado no cromossomo
4g28-31. Expressa determinantes para os antigenos S e
s. estd presente na membrana de todos os eritrdcitos e
suas formas precursoras. Ao que parece a deficiéncia de
glicoforina A e B ndo parece causar deficiéncias nas fun-
¢Oes desempenhadas pelos eritrocitos. Os individuos
com fendtipo nulo MN: Em(a-) sdo totalmente resisten-
tes a infecgBes por Plasmodium falciparum?.

Glicoforina C - A glicoforina C é codificada pelo
gene GYPC situado no cromossomo 2. Esse mesmo gene
codifica uma forma truncada da glicoforina C conhecida
como glicoforina D. A glicoforina C é a o menor compo-
nente protéico presente na membrana eritrocitaria e
apresenta 35kDa. As glicoforinas C e D definem os gru-
pos sanguineos Gerbich: Gel:1, Gel:2, Gel:3 e Gel:4. A
maioria dos fendtipos expressa os 4 antigenos, contudo
alguns individuos mutantes podem expressar fenétipos
raros como, por exemplo, o fenétipo Leach (Gel: 2,3 e 4)
no qual ha deficiéncia completa tanto de glicoforina C
quanto de glicoforina caracterizado pela estabilidade
mecanica eritrocitdria reduzida, distor¢do na forma dis-
coide dos eritrdcitos e niveis variados de eliptocitose.
Além dos eritrécitos, as GPC e GPD estdo expressas em
figado fetal, endotélio renal, cerebelo e ileo, porém em
menores quantidades e com diferentes niveis de glicosi-
lacdo; sugere-se que nesses tecidos desempenham fun-
¢Oes analogas ao ja descrito para linhagem eritrdide %.
Todos os individuos do fendtipo Leach apresentam
eleiptocitose hereditdria, destacando o papel importan-
te da glicoforina C e da proteina 4.1 no complexo juncio-
nal 2. Inicialmente acreditava-se que a invasdo eritroci-

1 MYGKIIFVLLLSEIVSISASSTTGVAMHTSTSSSVTKSYISSQTNDTHKRDTYAATPRAH 60 GLPA HUMANA
1 MYGKIIFVLLLSEIVSISALSTTEVAMHTSTSSSVIKSYISSQTNGET—————————— 48 GLPB HUMANA
I ] MWSTRSPNST-AWPLS————————— LEPDPGMA 23 GLPC HUMANA
1 MYGKIIFVLLLSGIVSISASSTTGVAMHTSTSSSVTKSYISSQTNGITLINWEE —————— 54 GLPE_HUMANA
* s * F oes x
61 115 GLPA_HUMANA
49 86 GLPB_HUMANA
24 81 GLPC_HUMANA
55 78 GLPE_HUMANA
116 RLIKKSPSDVKPLPSPDTDVPLS--SVEIENPETSDQ—————————— 150 GLPA_HUMANA
87 RLIFA————————————————————————————————————————— 91 GLPB_HUMANA
82 RYMYRHKGTYHTNEAKGTEFAESADAALQGDPALQDAGDSSRKEYFI 128 GLPC_HUMANA
19 @ ————— 78 GLPE_HUMANA

Figura 6. Alinhamento dos residuos de aminoacidos que formam a glicoforina A (GLPA), B (GLPB), C
(GLPC) e E (GLPE). Existe 3.593% de similaridade entre as glicoforinas alinhadas sendo as porgdes simi-
lares indicadas por asteriscos enquanto que dois pontos indicam que somente um residuo varia naque-

la posi¢do para as quatro proteinas.

Alinhamento realizado através do programa Clustalo, disponivel em www.uniprot.org.
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taria pelo Plasmodium falciparum dava-se apenas por
interagdo desse parasito com a glicoforina A ou B, no
entanto, foi demonstrado que a glicoforina C representa
uma terceira via para a invasdo %.

Outras proteinas presentes na membrana eri-
trocitaria - A membrana eritrocitdria apresenta outras
proteinas que tem funcdo de receptores hormonais e
transportadores de glicose dentre outras. O citoesquele-
to da membrana é formado por proteinas periféricas
dentre elas espectrina, actina, anquirina, proteina 4.1 e
4.9 sendo que dessas trés principais destacam-se como
mantenedoras essenciais da estrutura membranar, sdo
elas, espectrina, actina e banda 4.1. De fato, a remogao
das demais proteinas por meio de tratamentos com de-
tergentes ndao promove perda da arquitetura da mem-
brana uma vez que essas trés proteinas sao capazes de
manter o formato discéide do eritrdcito.

Glut 1 — A glicose é a principal fonte de energia
para todos os tipos celulares de mamiferos, nos quais é
responsavel pelo provimento de ATP tanto em condigcGes
aerdbicas como anaerdbicas. A glicose é uma molécula
polar, insolivel na membrana plasmatica, e o seu trans-
porte é realizado através de difusdo facilitada, portanto
a favor de seu gradiente de concentragdo, e dependente
da presenca de proteinas transportadoras (GLUTs) na su-
perficie de todas as células. A expressao dos transporta-
dores de glicose nos tecidos estd ligada aos diferentes
metabolismos destes, conforme a demanda e utilizagdo
a quantidade de transportadores pode variar. Cada gru-
po de transportadores possui propriedades cinéticas
Unicas, caracterizando suas fun¢des e sua distribuicdo
por diferentes tecidos. A maioria das células expressa
um numero diferente de GLUT’s em proporg¢des distin-
tas.

Atualmente é proposta a presencga de doze tipos
de transportadores de glicose, e mais estdo sendo des-
cobertos. O GLUT-1 esta presente em todos os tecidos
humanos e possui regulacdo insulino-independente. Ele
parece mediar a capacita¢do da glicose basal, ja que tem
uma alta afinidade pela glicose e é capaz de transporta-
-la mesmo nas baixas concentragGes encontradas no es-
tado basal. Apresenta difusdo facilitada nos eritrdcitos, e
sua presenga em abundancia no interior dessas células
tem conseqiiéncias fisioldgicas importantes. A glicose
difunde-se muito rapidamente através das membranas
dos eritrécitos, e sua utilizagdo glicolitica é cerca de
17.000 vezes menor que a taxa de transporte, o que per-
mite manter concentrag¢Ges glicémicas bem similares
entre o plasma e o citosol do eritrécito. Apresenta 12
algas transmembranicas sendo que 5 dessas hélices sdo
anfipaticas formando um canal hidrofilico hidratado
através da membrana plasmatica do eritrécito o que
permite o transito da molécula de glicose®. As por¢des
amino e carboxiterminal estdo orientadas para o meio
intracelular (Figura 7).

Além dos eritrécitos, o GLUT-1 esta presente no
tecido nervoso central, de fato a redugdo na populagido
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de GLUT-1 presente células nervosas foi descrita pela
primeira vez em duas criangas de aproximadamente dois
meses de idade®. Essas criangas apresentavam quadro
convulsivo intenso, que nado respondia a terapéutica an-
ticonvulsivante convencional, com hipoglicorraquia na
vigéncia de normoglicemia e sem aumento do lactato li-
quodrico, o que indica ndo estar correndo aumentado
consumo da glicose liquérica. Este quadro ficou registra-
do como Sindrome de De Vivo e PropGe-se que o quadro
convulsivo seja decorrente da falta de substrato energé-
tico proveniente da metabolizacdo da glicose no SNC,
sendo interessante observar que todos os pacientes
diagnosticados interromperam o quadro convulsivo com
a introducdo de uma dieta cetogénica. Considerando-se
que o SNC, especialmente em recém-nascidos, tem
grande capacidade de oxidar corpos cetonicos utilizan-
do-os como fonte de energia, o diagndstico de deficién-
cia de GLUT1 subsidia a utilizagdo terapéutica dessa die-
ta®.

Banda 4.1 - A banda 4.1 é uma proteina do cito-
esqueleto com genética e localizagdo tipicas e diversas.
Esta proteina pode ser encontrada, além da membrana
plasmatica, em outras localizages intracelulares e no
nucleo. Possui peso molecular de 97kDa e esta presen-
te numericamente em 2x 105 cépias por célula®. Os
mecanismos de adesdo celular sdo importantes nao sé
para o mecanismo em si, mas também para a manuten-
¢do da morfogénese do tecido. A banda 4.1 é integran-
te de uma familia de proteinas definidas sobre a mem-
brana do eritréocito como “organizadores” do sistema
de aderéncia (Figura 8). Seu estudo eletroforético tam-
bém mostra subunidades denominadas 4.1a e 4.1b.

A subunidade 4.1b esta localizada no comparti-
mento basal, regido de adesdo da espermatogbnia®.
Estudos demonstram que o maior ponto de liga¢do da
banda 4.1 na membrana do eritrécito é com a glicofori-
na C (GPC) e D (GPD), e que a banda 4.1 purificada pode
se ligar a dois locais distintos nas glicoforinas C/D. Uma
destas interagOes é direta, envolvendo residuos 82-98
na GPC (61-77 na GPD), enquanto a outra interagdo é
medida pela p55, outra proteina periférica de membra-
na.

A proteina p55 também se liga a GPC. N3do exis-
tem evidéncias de que ocorra interagao da banda 4.1
com a banda 3 também.

Acredita-se que a distribuicdo nas ligagBes das
trés proteinas a uma membrana normal seja corres-
pondente a 40% para p55, 40% para GPC/D e 20% para
a banda 3. Uma mesma regido da banda 4.1 liga GPC/D
e banda 3, enquanto o local de ligagdo da p55 é diferen-
te.

A interacdo envolvendo a banda 4.1 com p55 e esta
com GPC/D sdo de alta afinidade, enquanto a GPC/D com
banda 3 é de baixa afinidade®. A tabela 3 mostra as proprie-
dades das principais proteinas do cito esqueleto eritrocitario.

Banda 4.2 ou palidina - Proteina de peso molecu-
lar de 80kDa, esta representada 100 mil vezes em cada
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Figura 7. Topologia do transportador eritrocitario de glicose (GLUT 1). Note que o Glut 1 apresenta 12 algas transmem-
branares e suas por¢gdes amino e carboxiterminais estdo orientadas para o meio intracelular. O Glut 1 apresenta cerca
de 5 hélices transmembranares alguns formando verdadeiras dispondo-se perpendicularmente ao longo do plano da
membrana plasmatica, que representam verdadeiros poros ou canais através dos quais a molécula de glicose pode
cruzar a membrana. Esses dominios sdo conectados por segmentos hidrofilicos extra e intracelulares.

O residuo de asparagina 45 apresenta-se glicosilado.

Metionina inicializadora Sequéncia deinteracdo com a banda 3
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Figura 8. Sequéncia dos 691 residuos de aminoacidos que formam a proteina 4.1. Em destaque os residuos e sequéncias

relevantes para sua fungdo e interagdo com outras moléculas.
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eritrocito e liga-se com a banda 3 e com anquirina, de-
sempenhando um papel organizacional na membrana
eritrocitaria®. E um importante componente no citoes-
gueleto da membrana eritrocitaria porque regula a esta-
bilidade e flexibilidade dos eritrécitos (Figura 9)*

A funcdo exata da banda 4.2 ainda ndo esta ple-
namente elucidada, mas, estudos envolvendo eritroci-
tos beta talassémicos mostram que essa proteina é es-
sencial para a plena fungdo da célula®®. De fato, a
auséncia da proteina de banda 4.2 causa redugdo da
meia vida da célula e pronuncia anormalidades tais
como eferocitose e ovalocitose®.

Espectrina - A espectrina, recebe esse nome por
ser responsavel pelo fenémeno de ghost eritrocitario,
trata-se de uma proteina longa, fina, em forma de bas-
tdo, sendo o principal componente do citoesqueleto
subjacente a membrana, mantendo a integridade estru-
tural e a forma bicOncava eritrocitaria, € a mais abun-
dante proteina periférica do citoesqueleto e encontra-se
em nimero de 105 cdpias?t. A espectrina é um heterodi-
mero de aproximadamente 100 angstrons de compri-
mento que apresenta tanto flexibilidade quanto elastici-
dade. Apresenta peso molecular de 285kDa e é formada
por duas cadeias peptidicas que se enovelam uma sobre
a outra, a com peso molecular de 240kDa e 3 com peso
de 220kDa (Figura 10). Duas dessas moléculas diméricas
unem-se entre si por meio de suas extremidades for-
mando um filamento tetramérico de 200 dngstrons* que
d3do origem a “ndés” na malha do citoesqueleto eritroci-
tario.

A espectrina prende-se a face interna da mem-
brana eritrocitaria por ligagdes ndo covalentes com ou-
tra proteina periférica, a anquirina que por sua vez inte-
rage também de forma ndo covalente com o dominio
citossdlico da AE122,11. Os filamentos de espectrina
organizam-se na face interna da membrana formando
estruturas hexagonais ou pentagonais. Esse tipo de ar-
ranjo é constituido pela ligagdo de ambas as extremida-
des de cada filamento de espectrina a um grupamento
de proteinas que inclui a actina e a tropomiosina tipica-
mente envolvidas em atividades contrateis. Um determi-
nado numero de doencas genéticas (anemias hemoliti-
cas) caracterizadas por eritrdcitos frageis com formato
anormal foi relacionado com mutagbes que alteram a
estrutura ou a fun¢do da anquirina ou da espectrina®.

De fato, a resposta elastica da célula para as gran-
des distor¢Ges que experimenta na circulagdo deriva da
rede de espectrina e mutagGes em qualquer uma das
unidades de espectrina (a ou B-espectrina) conduz a for-
macdo defeituosa do tetramero de espectrina levando
ao enfraquecimento do complexo juncional o que resul-
ta na diminuicdo da estabilidade da membrana e frag-
mentagdo mecanica das células in vivo. Durante muito
tempo a espectrina foi considerada uma proteina espe-
cifica de eritrécitos, no entanto, ja se sabe que ela esta
presente em muitos outros tecidos tais como células do
sistema nervoso central e camada ciliar do intestino®. A
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espectrina sofre cisdo pela tripsina em cinco segmentos:
dominios a I, II, Ill, IV e V partindo da extremidade N-
-terminalll. Na cadeia beta a agdo da tripsina da origem
aos dominios denominado de Bl a BIV. Ambas as cadeias
a e B possuem 30% de homologia entre si (Tabela 4) e
estdo dispostas de forma antiparalela de modo que o
grupamento NH2 - terminal a da cabeca do dominio a-I
fica face ao grupo C- terminal do dominio B-I. Os dime-
ros da espectrina sdo associados in vitro sobre a forma
de tetrameros dependendo da forga i6nica e temperatu-
ra. A zona de intera¢do do tetramero, que é também a
forma fisioldgica, é constituida pela regido N-terminal de
uma cadeia a que estd de frente para a regidao C-terminal
de uma cadeia B do dimero oposto.

Banda 4.9 ou dematina - A Banda 4.9 é fosforila-
da por vdrias proteinas cinases PK) do eritrdcito e apre-
senta peso molecular de 46kDa (Figura 11).

Ao realizar cromatografia das proteinas da mem-
brana do eritrécito, duas proteinas com similares mobili-
dades no gel de eletroforese foram encontradas: a pri-
meira com peso molecular de 49kDa e pH basico, e a
segunda, com peso molecular de 50,5kDa, pH acido. Foi
verificado que a proteina de 49kDa se liga a filamentos
de actina®®. Para demonstrar a versatilidade de atuagdo
da banda 4.9, realizou-se um estudo no qual os autores
usaram a técnica de immunoblotting revelando-a com
um anticorpo antibanda 4.9, purificado e marcado. De-
monstrou-se e quantificou-se a presenga de uma forma
de reagdo imune na banda 4.9 nos cérebros e cristalino
de aves e bovinos, no coragdo de aves, tanto quanto em
plaquetas humanas e de mamiferos, aves, peixes e eri-
trécitos de anfibios. A banda 4.9 foi encontrada, ainda,
em fibras corticais de cristalino e em neurénios cerebrais
de aves?.

Banda 5 ou actina - A banda 5 ou actina é o maior
componente protéico do citoesqueleto da maioria das
células eucariontes. E abundante e localiza-se logo abai-
xo da membrana citoplasmatica. E uma proteina de
33kDa que forma o denominado complexo juncional
composto por 12 moléculas de actina associadas a ban-
da 4.1, aducina e tropomiosina. Este complexo fortalece
a ligacdo da actina com a espectrina. Existem dois tipos
de actina: actina G (Figura 12) (globular) e actina F (fun-
cional), sendo esta ultima a que se compacta para for-
mar o complexo juncional®.

Banda 6 - Corresponde a enzima gliceraldeido-
-fosfato desidrogenase (GAPD) de peso molecular de
36kDa que se liga a banda 3 no mesmo local da hemo-
globina (Figura 13). A GPAD catalisa a etapa seis da via
glicolitica, ou seja a conversao de gliceraldeido-3-fosfato
em 1,3-bifosfoglicerato. O mecanismo de agdo da glice-
raldeido fosfato desidrogenase é muito complexo. Pri-
meiramente, o substrato reage com um grupo -SH de um
residuo de cisteina essencial presente no sitio ativo da
enzima. A enzima promove entdo a transferéncia de um
ion hidreto do substrato ligado covalentemente para o
NAD+, também firmemente ligado ao sitio ativo. Com isso
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Figura 9. Sequéncia de residuos de aminodcidos que compdem
a banda 4.2 (palidina), uma proteina pertencente ao cit-
oesqueleto eritrocitdrio que em humanos é codificada pelo
gene EPB42.

Tabela 3. propriedades das principais proteinas do citoesquele-
to eritrocitario

Migracao Outras Peso Interagdes
eletroforética denominagées molecular
(kDa)
Banda 1 Espectrina o 240 Anquirina, banda 4.1
Banda 2 Espectrina B 220 Actina
Banda 2.1 Anquirina ou 434 Espectrina, banda 3
sindeina

Banda4.1a 80 Espectrina, actina
Banda 4.1b 78 Actina, glicoforinas
Banda 4.9 Dematina 46 Actina
Banda 5 Actina 33 Espectrina, banda

41
Banda 7 Tropomiosina, 32 ?

estomatina

Fonte: Modificada de Pamela T. and Joseph R. Casey. Plasma
membrane Cl-/HCO3- exchangers Structure, mechanism and
physiology. Channels 2:5, 337-345; September/October 2008.

Tabela 4. Cisdo da espectrina pela tripsina. Grau de homologia
das subunidades geradas pela cisdao enzimatica.

Dominios Peso molecular Dominios Peso molecular
(kDa) (kDa)
al 80 Bl 28
all 46 Bl 65
alll 52 Bl 33
alV M BIV 74
aV 41 - -

Fonte: Modificada de Pamela T. and Joseph R. Casey. Plasma
membrane Cl-/HCO3- exchangers Structure, mechanism and
physiology. Channels 2:5, 337-345; September/October 2008.

forma-se um complexo covalente acil-enzima de “alta
energia”, que reage entdo com fosfato inorganico e libera
o 3-fosfogliceroil fosfato, regenerando a enzima livre.

O NADH formado necessita ser reoxidado a NAD+
novamente, pois sé assim ele poderd participar na degra-
dagdo a piruvato de muitas moléculas de glicose.
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Figura 10. estrutura da espectrina, proteina do citoesqueleto
eritrocitario formada por duas cadeias peptidicas, uma alfa e
outra beta que se enovelam uma sobre a outra. As regides em
destaque mostram a similaridade de residuos de aminodcidos
entre as duas cadeias. Alinhamento realizado através do pro-
grama Clustalo, disponivel em www.uniprot.org.

Como o NAD+ ocorre em quantidades limitadas na
célula, a glicolise logo cessaria por falta de NAD+ caso o
mesmo ndo possa ser reoxidado. A enzima gliceraldeido
fosfato desidrogenase é inibida por iodoacetato, o qual se
combina com o grupo -SH essencial da enzima e impede
sua participacdo na catélise. Esta descoberta foi de extre-
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Figura 11. Sequéncia de residuos de aminodcidos da proteina
demantina (banda 4.9). Trata-se de uma proteina do cit-
oesqueleto eritrocitario envolvida na interagdo dos filamentos
de actina

10 20 30 40

IGCSEMG
TEH LFSPQ
I ELPDGQVIIIG £

YEGY
pI

L
5 TV Py

i
APLNE ANRE L

5

K
ILTLKYPIE M
pSIve, H
DNG ; P
Mg

I

5
2]
ot

o
[
L,
-
=
S0

Ta P
nP 5
LapsrurIkIl &

5
I
KRHV
FC

Figura 12. Sequéncia da G actina. Os mondmeros de G-actina
polimerizam-se para formar filamentos de actina que estdo
presentes no citoesqueleto do eritrdcito.
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Fonte: PDB 3gpd

Figura 13. Sequéncia da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase que catalisa a etapa 6 da glicélise, catalisa a oxidagdo e a
fosforilagdo do gliceraldeido-3-fosfato convertendo-o em 1,3-bifosfoglicerato. O residuo de cisteina marcado em negro corre-
sponde ao sitio ativo. Os residuos marcados por um retangulo de cantos arredondados indicam os locais de interagdo do gliceral-
deido-3-fosfato. As setas mostram os locais de ligagdo do NAD. A estrutura espacial da enzima é mostrada a direita. Alinhamento
realizado através do programa Clustalo, disponivel em www.uniprot.org.

ma importancia para o estudo de sistemas enzimaticos.

Banda 7 - E uma banda composta principalmente
por tropomiosina de peso molecular de 32kDa (Figura 14).
Para serem visualizadas no estudo eletroforético, o extra-
to membranario deve ser tratado com MgCI2. Essa protei-
na integra o complexo juncional associado a actina%3,

Aducina - E um heterodimero constituido de trés
subunidades: aducina alfa, com peso molecular de
84kDa, aducina beta com 81kDa e aducina gama, com
79kDa.

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v.12, n.1, p.106-120, jan./abr. 2013

Estima-se que cada eritrdcito apresente cerca de
30.000 copias de aducina, suas subunidades sdo codifi-
cadas por trés genes relacionados: ADD1 para a-aducina
(737 residuos de aminoacidos), ADD2 para B-aducina
(726 residuos de aminoacidos) e por ADD3 y-aducina
(706 residuos de aminoacidos)® (Figura 15). As sequén-
cias de residuos de aminoacidos e a estrutura de domi-
nio das trés isoformas sdo altamente conservadas, com
cada subunidade contendo uma cabeca N-terminal glo-
bular dominio, um dominio do pescoco e a cauda de um
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ERATIFRLGR ILQGGAKGPG LFFILPCTDS FIKVDMRTIS FDIPPQEILT KDSVTISVDG
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VVYYRVONAT LAVANITNAD SATRLLAQTT LENVLGTEKNL SQILSDREEI AHNMQSTLDD
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ATDAWGIKVE RVEIKDVKLP VQLOQRAMAAE AEASREARAK VIAAEGEMNA SRALKEASMV
250 260 270 280
ITESPAALQL RYLQTLTTIA AEKNSTIVFP LPIDMLQGITI GAKHSHLG

Figura 14. Sequéncia de residuos de aminoacidos da banda 7 eritrocitdria, uma das proteinas que
formam o complexo juncional.

Figura 15. Alinhamento da alfa, beta e gama aducina. As trés isoformas sdo altamente conservadas
e compartilham 196 residuos de aminoacidos com similaridade de 36,3% entre as trés proteinas. Os
residuos similares estdo indicados por asteriscos. Alinhamento realizado através do programa
Clustalo, disponivel em www.uniprot.org.
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dominio C-terminal (Figura 16). A fun¢do do dominio de
cabecga tem ndo estd plenamente elucidada. Entretanto,
algumas observagdes sugerem que pode participar no
processo de dimerizagdo das demais subunidades®. O
dominio do “pescog¢o” estd claramente envolvido na as-
sociacdo de mondmeros de aducina para formar hetero-
dimeros, que constituem a forma funcionalmente ativa
da proteina®. O dominio C-terminal interage com a cau-
da do transportador AE1 ou banda 3.

NH2

" Cabeca

" Pescoco

™ Cauda

Figura 16. Modelo estrutural da aducina eritrocitaria. As trés
aducinas, alfa, beta e gama sdo formadas por uma cabega glob-
ular onde esta presente a porgdao amina, seguida de uma es-
trutura alongada (pescogo) e uma cauda carboxiterminal.

As subunidades alfa e beta da aducina apresentam 49% de
similaridade entre si. A por¢do marcada com +++ na cauda
apresenta uma sequéncia formada por 22 aminodcidos bdsicos
e apresenta sitios de fosforilagdao para PKA e PKC além de con-
ter sitios de interagdo para com a calmodulina.
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