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Caso clinico

Um adolescente foi admitido no hospital com fraqueza generalizada, dor de
garganta, ictericia e dor no abdome. Estava ligeiramente febril ha varios dias e
tinha observado que a cor da sua urina tinha ficado escura. Sua temperatura era
de 38°C. O médico encontrou ao exame fisico, além da conjuntiva pélida e icté-
rica, a mucosa da faringe inflamada, ganglios cervicais e esplenomegalia (aumen-
to do bago) moderada. Os exames de laboratério indicaram anemia hemolitica
com valor de hemoglobina de 9g/dL (valores normais entre 14 e 18), 10% de
reticulécitos (valores normais < 2,4%) e bilirrubina sérica de 100umol/L (valo-
res normais de 3,4-20,51umol/L). O esfregaco sanguineo mostrava anisocitose
(tamanho varidvel das hemdcias) moderada e aumento do namero de microes-
ferécitos (hemadcias globulares pequenas). Apresentava ainda leucocitose de
12.000cm’ (valores normais 4.000-10.000cm?). Foi mantido internado no hos-
pital durante 10 dias, quando a maior parte dos sintomas relacionados com a
infecgdo associada a crise hemolitica desapareceu. Persistia, entretanto, uma leve
anemia (11g/dL) com reticulocitose (5%), pequena ictericia (50pmol/L) e mo-
derada esplenomegalia, sugerindo um quadro basal de hemolise continuada. Foi
diagnosticada a existéncia de esferocitose hereditdria e recomendada esplenec-
tomia (retirada cirtrgica do bago). Dois meses depois da operagao, nao havia
mais indicios de hemolise.
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Fundamentacao bioquimica

A hemdcia é um tipo celular que sofreu um enorme processo de selecao natural
direcionada por formas graves da maldria. O agente causal da doenga, o Plasmo-
dium falciparum, desenvolve grande parte do seu ciclo vital no interior das he-
mécias e, por alguma razao ainda ndo muito clara, isso permite que certas mu-
tagdes nas hemadcias (tanto nas proteinas da membrana quanto na molécula da
hemoglobina) fossem selecionadas na forma de heterozigotos que possuiriam
alguma vantagem evolutiva em relacdo aos organismos homozigotos. Esses aca-
bariam desenvolvendo ou uma doenca grave da hemdcia (homozigoto para o
gene mutado) ou maldria (homozigoto normal) e acabariam morrendo, enquan-
to os organismos heterozigotos seriam selecionados, o que aumentaria a porcen-
tagem dos individuos com genes mutados na popula¢do. Alguns pesquisadores
(Mohandas e Gallagher, 2008) estimam que cerca de um sexto da atual populag¢ao
mundial apresente algum tipo de mutac¢ao nos constituintes da hemacia. (A
anemia falciforme e a esferocitose hereditaria seriam apenas dois dos exemplos
das doengcas herdaveis mais abundantes dessa célula.) A riqueza de defeitos mo-
leculares no citoesqueleto da membrana das hemadcias estimulou ainda estudos
sobre a estrutura da sua membrana, que logo acabou tornando-se a mais bem
conhecida.

A estrutura da membrana plasmatica das hemacias

A membrana celular das hemdcias é composta principalmente de uma bicama-
dalipidica e de proteinas (Nelson e Cox, 2008). Sua organiza¢ao é mostrada na
Fig. 5.1. Os principais componentes lipidicos sao o colesterol e os fosfolipidios
presentes em quantidades aproximadamente equimoleculares. O colesterol e os
fosfolipidios: fosfatidilcolina e esfingomielina sio mais encontrados na camada
externa da bicamada e os fosfolipidios: fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina
estdo mais concentrados na camada interna. A composi¢ao lipidica da membrana
¢ responsavel pela fluidez da matriz da membrana onde residem as proteinas
transmembranas. Pelo menos 12 proteinas principais podem ser separadas por
SDS-PAGE (Fig. 5.1B) e sdo classificadas em dois grupos: integrais e periféricas.
As proteinas integrais penetram ou estdo embebidas na bicamada lipidica e sao
fortemente ligadas aos lipidios de membrana por meio de interagoes hidrofébicas.

As principais proteinas integrais sdo a da banda 3 e as glicoforinas. Essas
proteinas atravessam a membrana e possuem dominios estruturais e funcionais
distintos, tanto dentro da bicamada quanto nos dois lados da membrana. A
proteina dabanda 3 é a principal proteina integral, perfazendo 25% do total das

47



BIOMOLECULAS E METABOLISMO CELULAR
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Figura 5.1. Esquema da membrana da hemacia em corte longitudi-
nal (A, modificado de Bennett e Healey, 2008) e em corte transversal
(B) mostrando o mosaico hexagonal do esqueleto da membrana.

proteinas da membrana. Sua principal fun¢ao é permitir a troca de CI- por HCO;
através da membrana, que é um processo essencial para o transporte de CO, dos
tecidos para os pulmdes (ver os casos clinicos: “O alosterismo da molécula da
hemoglobina na anemia falciforme” e “A deficiéncia da insulina na cetoacidose
diabética”).

Entre as outras proteinas integrais ha quatro glicoforinas ricas em dcido sidlico
(as glicoforinas A a D). A glicoforina A carrega a especificidade do grupo sanguineo
MN; a B,a do grupo Sc; e a C, a do grupo sanguineo Gerbich. A presenca de dcidos
sidlicos confere uma forte carga negativa liquida a superficie do eritrécito, o que é
funcionalmente importante na redu¢do das interacdes entre células iguais e as
entre o eritrgcito com outras células sanguineas ou o endotélio vascular.

O citoesqueleto da membrana

As proteinas periféricas da membrana estdo localizadas na superficie cito-
plasmadtica da bicamada lipidica e sdo associadas entre si formando uma rede
filamentosa flexivel que fornece estabilidade mecanica @ membrana e é a deter-
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minante principal da forma da hemédcia e da sua capacidade de se deformar para
enfrentar vdrias tarefas onde for necessério. Essa rede filamentosa é geralmente
conhecida como citoesqueleto da membrana (Alberts et al., 2006; Ideguchi,
2007).

Os principais componentes do citoesqueleto da membrana sdo a espectrina
o (banda 1) e a espectrina  (banda 2), a actina (banda 5) e a proteina da banda
4.1 (Fig.5.2). As espectrinas sdo proteinas altamente flexiveis compostas de dois
polipeptidios de 240.000 (o) e 220.000 () daltons. Essas cadeias sdo alinhadas
lado a lado na forma de um heterodimero of. Os dimeros unem-se pelas extre-
midades para formar tetrameros (of3),. As outras extremidades dos tetrameros
estao associadas com filamentos curtos de actina compostos de 12 mondmeros.
Embora a associagdo espectrina-actina seja fraca, cada jungdo é grandemente
estabilizada pela formag¢ao de um complexo ternario com a proteina da banda
4.1. Essa estabilizacao ocorre por meio da interacdo direta da banda 4.1 com a
cadeia da espectrina 3 em sitios proximos da regido onde a espectrina interage
com os oligbmeros de actina. Dessa forma, seis terminais da espectrina formam
um complexo com cada oligbmero da actina para formar uma rede com um
mosaico aproximadamente hexagonal (Fig. 5.1B).

A ancoragem do esqueleto da membrana a bicamada lipidica ¢ feita de duas
maneiras principais: (a) por meio da ligacdo com a proteina da banda 3 através
da anquirina (banda 2.1) e possivelmente da proteina da banda 4.2; e (b) da
interagdao com a glicoforina C, através da proteina da banda 4.1. Através dessas
duas interagoes a bicamada de lipidio fica mecanicamente acoplada ao citoplas-

Periférico Integral
Banda1 ——
Banda 2 7 ”
Banda 2.1 3 OH
! Banda 3
Banda 4.1 —— OH
Banda 4.2 —
-
~ —— Banda4.5 0 OH
4 HO COOH
Bandab5 ' 0
Banda6 —— ==
anda HSC)J\N
——— Banda 7 H OH
A B

Figura 5.2. Padrao eletroforético das proteinas de membrana da hemacia em
gel de poliacrilamida - SDS (A) e a estrutura do acido sialico (B).
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ma celular pelo esqueleto da membrana, formando uma estrutura que é a prin-
cipal responsavel pela propriedade das hemacias em mudar sua forma. Durante
a circulacao das hemacias pela corrente sanguinea, elas sofrem ciclos de alonga-
mento e relaxamento para atravessar capilares e favorecer as trocas de gases (O,
e CO,) que transportam. Essas mudancas de forma sao mediadas por interagdes
entre as vdrias proteinas que constituem o citoesqueleto da membrana e devem
ser reguladas por mecanismos moleculares ainda nao de todo esclarecidos.

Lesoes moleculares das hemacias na esferocitose
hereditaria

Embora a esferocitose hereditdria tivesse sido clinicamente descrita ja no final
do século XIX por Vanlair e Masius (1871), ela comecou a ser entendida, do
ponto de vista molecular, apenas na década de 1980, quando pesquisadores des-
creveram um tipo de doenca semelhante a esferocitose hereditdria em camun-
dongos que apresentavam uma deficiéncia de espectrinas nas suas hemdcias. Logo
em seguida, Agre et al. (1982) detectaram em dois pacientes uma grande dimi-
nui¢do no conteddo de espectrina nas suas hemédcias. (Peter Agre por suas rele-
vantes contribui¢des ao estudo da membrana, principalmente a descri¢dao das
aquaporinas, recebeu o Prémio Nobel de Quimica de 2003.)

Hoje se sabe que a esferocitose hereditéria é uma doenga que afeta 1 em cada
2.000 recém-nascidos. Do ponto de vista causal, ela é bastante heterogénea, pois,
além das muta¢des nas moléculas das espectrinas o e 3, pode também afetar as
moléculas da anquirina, da proteina da banda 4.2, e da banda 3 (Quadro 5.1).
Apesar dessa heterogeneidade, o que todas essas mutagoes tém em comum ¢é nao
propiciarem uma ancoragem adequada do citoesqueleto da membrana a bicama-
da de lipidio. O defeito deve-se principalmente a uma diminui¢ao de interagdes
moleculares da proteina mutada, o que leva a uma fixagao vertical insuficiente do
citoesqueleto a bicamada de lipidio (Fig. 5.1A). Em decorréncia desse defeito, hd
uma tendéncia de a bicamada de lipidio se descolar do citoesqueleto, formando

Quadro 5.1. Base molecular da esferocitose hereditaria.

Gene defeituoso Cromossomo Expressao clinica Prevaléncia
Anquirina 8 Suave a grave 50-60%
Proteina da banda 3 17 Suave a moderada 20-30%
Espectrina 8 14 Suave a moderada 10%
Espectrina o 1 Grave Rara
Proteina da banda 4.2 15 Suave a moderada Rara

50



ESFEROCITOSE HEREDITARIA

microvesiculas que acabam separando-se da célula. O resultado final é uma gran-
de redugdo da superficie da hemdcia (originalmente um disco bicdncavo) que, ndo
podendo mais se deformar e ultrapassar especialmente os capilares mais estreitos
(como os do baco), acaba perdendo essa superficie extra para adquirir a forma
pouco flexivel de esfera (dai o nome esferocitose da doenga). Com isso, a principal
fun¢do da membrana da hemadcia fica enormemente prejudicada.

As outras doencas do citoesqueleto de membrana das hemadcias (eliptocitose
e piropoiquilocitose hereditérias), que ndo serdo aqui desenvolvidas, envolvem
em geral uma interagao defeituosa horizontal (Fig. 5.1A) entre as proteinas da
malha do citoesqueleto, principalmente entre as espectrinas (Tse e Lux, 2001).

Recentemente foram observados defeitos das proteinas do citoesqueleto de
membrana em outros tipos celulares (que nao as hemdcias) envolvendo a anqui-
rina e a espectrina (ataxia espinocerebelar do tipo 5 e arritmia cardiaca) (Bennett
e Healey, 2008).

Destruicao das hemacias lesadas no baco

Além da perda da superficie do eritrécito pelo descolamento da bicamada da
membrana do citoesqueleto (que ocorre principalmente no bago), as caracteris-
ticas anatomicas do sistema vascular desse 6rgao formam um grande filtro que

Deficiéncia Deficiéncia Deficiéncia Deficiéncia
da espectrina da anguirina da banda 4.2 da banda 3

s | Desestabilizacao | ¢

T T~

da membrana
|

Perda da superficie da P

membrana: microesferocitose | -

Diminuicao da Condicionamento
deformabilidade esplénico de
da hemacia novas perdas das membranas

N
Aprisionamento |-—

Remocéo das hemacias
anormais pelos macréfagos

Figura 5.3. Fisiopatologia da hemdlise (no baco) dos eritrocitos na
esferocitose hereditaria.
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acaba aprisionando as hemadcias no bago, aumentando o tamanho do érgao
(esplenomegalia) e criando vdrias condi¢des de estresse as hemadcias lesadas
(conhecidas como condicionamento esplénico).

Esse condicionamento esplénico é desencadeado pela diminui¢ao da circula-
¢ao das hemdcias no 6rgao, o que aumentard a producao de dcido lactico das
células, levando o pH intracelular a valores entre 6,5 e 7,0. Isso diminui a ativi-
dade da fosfofrutoquinase e da hexoquinase, enzimas limitantes da velocidade
da glicdlise, o que acabara retardando a utilizagao da glicose e a produgao de ATP.
Além disso, o contato prolongado das hemdcias com outras células, especialmen-
te os macréfagos do bago, provocard outras lesdes celulares nas hemécias lesadas
que se acumulardo, preparando a célula para ser hemolisada, o que acabard
ocorrendo ou no ba¢o ou em outro érgio do sistema reticuloendotelial.

Caracteristicas clinicas da doenca

As formas clinicas da doenga dependem muito do tipo e da extensdo da lesdo
molecular (Perrota et al., 2008).

Cerca de 20 a 30% dos pacientes desenvolvem uma doenga suave com leve
aumento da hemdlise no bago, sendo integralmente compensado por um au-
mento na producio dos eritrdcitos, o que acaba evitando a instalacio de um
quadro de anemia. Em geral, sdo pacientes assintomadticos e apenas uma obser-
vagao clinica mais cuidadosa levaria a formacao do diagndstico correto.

Cerca de 60 a 70% dos pacientes desenvolvem uma doenca moderada, fre-
quentemente jd diagnosticada na infancia e caracterizada por apresentar esple-
nomegalia, anemia e ictericia moderadas.

Em cerca de 10% dos pacientes, instala-se uma doen¢a moderadamente
grave que apresenta um grau de hemolise mais elevado. Essa parece ser a situagao
do paciente descrito neste caso clinico. A concentragao da hemoglobina sangui-
nea chegou a atingir valores de 9g/dL, o que induziu a um aumento na produgao
de reticuldcitos (atingindo valores acima de 10% das células sanguineas) e da
taxa de degradacdo da hemoglobina com o consequente aumento da bilirrubina
sanguinea para valores maiores de 100pmol/L.

Finalmente, em cerca de 5% dos pacientes instala-se uma forma grave da
doenga, com um grau de anemia que ameaca a vida dos pacientes, apresentando
uma taxa de hemoglobina que necessita de transfusdes sanguineas regulares para
manter um valor minimo de 6g/dL. O grau elevado de bilirrubina no sangue
pode provocar a formacao de pedras na vesicula biliar, o que representara uma
complicac¢do para esses pacientes.
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De maneira geral, o quadro clinico de qualquer dos pacientes acima descritos
pode agravar-se em periodos de crise, com um aumento acentuado do nivel de
anemia. Duas espécies de crises sao conhecidas: a hemolitica e a aplastica. Am-
bas sao desencadeadas por algumas infecgdes virais. As mais comuns e menos
graves sao as hemoliticas, que se caracterizam pelos aumentos tanto da destrui-
¢a0 das hemécias como da produgdo compensatéria de reticuldcitos. Na aplas-
tica, o quadro destrutivo é o mesmo, mas nao hd uma resposta compensatdria
na produgdo de reticuldcitos, o que torna o caso mais grave (e felizmente mais
raro). Possivelmente o paciente descrito neste caso clinico de esferocitose here-
ditdria apresentou crise hemolitica que, ap6s o desaparecimento da infec¢do, logo
teve seus sintomas atenuados.

Diagnéstico

O diagnostico é estabelecido pela constatagao laboratorial das principais carac-
teristicas clinicas da doenca (anemia, aumento do niimero de reticuldcitos, icte-
ricia e aumento do bago), associadas a presenca de esferdcitos no sangue.

O teste comprobatdrio mais comum da doenca é o da fragilidade osmoética
das hemadcias (Emerson et al., 1956). As hemdcias (frescas ou envelhecidas du-
rante 24 horas a temperatura ambiente, que sdo mais sensiveis) sdo incubadas
em solugdes salinas de concentragdes crescentes, por certo periodo de tempo,
apods o qual se determina o grau de hemdlise que sofreram. O resultado tipico
desse exame pode ser observado no gréfico da Fig. 5.4: onde as hemadcias dos
pacientes com esferocitose hereditdria sdo significativamente mais frageis que as
normais. Isso se deve a perda de grande parte da superficie celular que acomo-
daria parte dos reajustes que as células teriam de fazer diante das solu¢des salinas
distantes das fisioldgicas. Entretanto, uma porcentagem préxima de 20% dos
pacientes com esferocitose hereditdria pode apresentar valores confundiveis com
os valores apresentados pelas hemdcias normais.

Outros exames mais especificos poderao ser realizados em laboratérios espe-
cializados e equipados para a pesquisa cientifica dessa doenca. Entre eles os mais
comuns sdo a eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas da membrana das hemdcias
(que acaba detectando a doenga em cerca de 80% dos pacientes) e a hibridizac¢ao
do DNA do paciente com sondas especiais de genes alterados das proteinas do
citoesqueleto de membrana.

Finalmente, uma das complica¢des frequentes nos casos de esferocitose he-
reditdria é o aparecimento de pedras de bilirrubina na vesicula biliar. Como elas
podem agravar o quadro do paciente, especialmente durante as crises da doenga,
um exame ultrassonografico poderd ser recomendado anualmente.
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Figura 5.4. Teste da fragilidade osmética das hemacias.
Tratamento

As formas mais brandas da doenca geralmente nao necessitam de tratamento
especial, exceto quando agravadas por alguma infec¢do viral concomitante,
quando o procedimento médico poderd adotar algumas das providéncias men-
cionadas a seguir.

Nas formas mais graves da doenca, o grau da anemia hemolitica instalada
necessitara de: (a) transfusoes de sangue, para repor o nivel basal de hemoglo-
bina e garantir a eficiéncia do transporte de gases; (b) eventual elimina¢do do
ferro (por agentes quelantes), para evitar a formagao de depdsitos anormais do
metal em varios 6rgaos por causa da exagerada degradacao da hemoglobina; (c)
retirada da vesicula biliar; e finalmente (d) esplenectomia (Abdullah et al., 2009),
ou seja, a retirada cirdrgica do bago que na maioria das vezes tem um carater
curativo, sendo grande atenuador dos sintomas. Essa medida cirtargica deve ser
adotada apenas em criangas com mais de 10 anos de idade, quando os eventuais
riscos de responder inadequadamente a eventuais infec¢des sao menores.

Em geral, logo apds o ato cirdrgico, os valores sanguineos do nimero de
hemadcias e a taxa de hemoglobina elevam-se e o nimero de reticuldcitos cai para
valores préximos ao dos normais. Apenas a forma das hemadcias continua a ser
predominantemente esférica. Além disso, mesmo durante os futuros periodos de
crise o quadro clinico sera atenuado.
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Questoes

Pesquisadores que descreveram o “citoesqueleto de membrana” das he-
macias descobriram na década de 1980 que camundongos apresentavam
um tipo de esferocitose hereditdria semelhante & forma humana. Nas
formas suaves, nao havia uma parte da molécula de espectrina e essa nao
existia completamente nas formas mais graves da doencga. O desenvolvi-
mento desse modelo animal de esferocitose hereditdria foi muito impor-
tante para a pesquisa cientifica. No que ele pode ajudar nosso entendi-
mento da doenca?

As causas da esferocitose hereditaria sdo heterogéneas. Explique como
certas mutagdes nas proteinas espectrina o e 3, anquirina, banda 3 e
banda 4.2 podem determinar o aparecimento da doenca. O que elas tém
em comum?

Quais os sinais clinicos fundamentais para o diagndstico da esferocitose
hereditdria?

Que tipos de crise poderdao ocorrer em um caso de esferocitose hereditd-
ria?

A fragilidade osmoética das hemacias que apresentam esferocitose here-
ditaria é consequéncia da diminui¢do do cociente entre a superficie/
volume da célula. Explique por que os esferdcitos sao mais frageis nes-
te teste.

Explique a fisiopatologia da hemdlise das hemédcias no bago. Por que os

esferdcitos sao mais sensiveis?
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