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NOTA DE ABERTURA / EDITORIAL

Carlota Saldanha

Escolher o tema para o editorial cria um momento especial pois o desen-
volvimento do mesmo é um modo de saudar os sócios e todos os visitantes 
do site. Há que seleccionar a hipótese sobre o que fazer. Como estamos em 
época de férias, deixo o conteúdo de tipo científi co que tem contemplado os 
números anteriores e opto por fazer uma sumária descrição sobre a forma 
como são transmitidos aos pares os projectos. Estes constituem a razão de 
ser e traduzem o modo de estar do investigador com outrora o foi expresso 
por Albert Einstein: “o que de mais belo podemos experimentar é o miste-
rioso. É a fonte de toda a verdadeira arte e ciência”. É uma frase comple-
tamente sedutora quando vivencial na resolução de problemas indutores de 
desenvolvimento, de condições de qualidade, de prevenção, de cura, de 
aprendizagem, de bem-fazer. Mas, como não somos utópicos, sabemos que 
essa perspectiva encerra forças negativas ou positivas de ansiedade, de 
dúvida e de insucesso. Estamos a resvalar para a dualidade, que é trans-
versal às situações de criatividade, às de decisão e tão incomensurável em 
signifi cado como a existência. Dualidade, assimetria, probabilidade sobre 
o que acontece ou não, adaptabilidade às explicações tendendo a posicionar-
se e a confundir o indutor e o induzido numa miríade de efeitos sobre o 
investigador. 

Quando procuramos contar a outrem a história sobre o projecto científi co 
que vamos desenvolver preocupamo-nos por ter um princípio, seja a descri-
ção sobre o estado da arte, seja o objectivo, seja a necessidade de encontrar 
explicação para os resultados previamente obtidos. À medida que prossegui-
mos muitas perspectivas para explorar se vislumbram qual mapa rodoviário, 
ou de via de transdução de sinal ou metabólica, fruto da incerteza da dinâ-
mica dos sistemas biológicos. Vamos procurando justifi car as exclusões, as 
recusas, até chegar à que mais consistência dá à hipótese geradora de per-
guntas pertinentes cuja resolução vai depender das metodologias tecnológi-
cas de que dispomos. Ficaram pelo caminho rejeições que podem ser elas 
princípios de outras histórias ou vir a constituir resultados que outros obte-
rão. O produto fi nal pode ter utilidade imediata ou não, ou ainda mais tarde 
pode vir a ser rejeitado. O optimismo inicial com que o investigador narra 
o que quer fazer e como o irá fazer pode durante o percurso da realização 
do projecto ser substituído por estados de ansiedade, apreensão e de dúvida 
se as respostas obtidas divergirem das esperadas. 

HISTÓRIAS DE PROJECTOS / PROJECTS AND STORIES
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NOTA DE ABERTURA / EDITORIAL

Mas, se descrevermos o projecto que preparámos para concretizar e para 
viabilizar uma solicitação cujo produto tem que ser utilizável com sucesso a 
forma narrativa será necessariamente diferente. O grau de certeza de obten-
ção de segurança do produto fi nal é absoluto. Todas as etapas preparatórias 
foram baseadas em escolhas de pressupostos, assentes em dados seguros, 
que só podem conduzir a um fi m duradouro dentro do previsto. O optimismo 
do narrador persistirá até à conclusão do produto cujo êxito se prevê. Se 
trará satisfação para todos depende, já não é tão certo. Mas o objecto con-
cluído pode ser considerado como arte ou como ciência e o próprio ou as 
suas réplicas expostas para regalo e aprendizagem dos vindouros. O estado 
de espírito do narrador durante a realização do projecto não apresentará 
tantas oscilações como no anterior.  
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ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE Hemostasis in pregnancy

* Especialista em Ginecologia e Obstetrícia
Hospital CUF Descobertas, Lisboa, Portugal
E -mail: jorge.lima@hospitalcufdescobertas.pt

HEMOSTASE NA GRAVIDEZ

Jorge Lima*

RESUMO

A gravidez constitui um desafi o 
para a hemostase. Na gravidez normal 
ocorrem profundas alterações nos me-
canismos da hemostase. Estas altera-
ções incluem um aumento dos próco-
agulantes, em especial do fi brinogénio, 
uma diminuição dos anticoagulantes 
naturais e uma supressão da fi brinóli-
se (aumento do PAI -2 placentário), 
contribuindo para um aumento do ris-
co tromboembólico, durante esse pe-
ríodo, mesmo no ausência de uma 
trombofi lia hereditária ou adquirida.

Palavras -chave: Coagulação, he-
mostase, gravidez.

SUMMARY

Pregnancy is a challenge to he-
mostasis. There are profound physio-
logical changes is the hemostatic 
mechanisms during healthy pregnan-
cy. These include increases in the 
procoagulants, particularly fi brino-
gen, some reduction in the naturally 
occurring anticoagulants and sup-
pression of fi brinolysis, which con-
tribute to the increased risk of throm-
boembolism in this period even if 
there is no inherited or acquired 
thrombophilia.

Key -words: Coagulation, hemos-
tasis, pregnancy.

I SIMPÓSIO DE GINECOLOGIA E OBSTETRÍCIA – TROMBOFILIAS E GRAVIDEZ
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INTRODUÇÃO

Durante a gravidez e logo nas fa-
ses iniciais ocorrem múltiplas adap-
tações fi siológicas1. Estas alterações 
vão permitir a tolerância materna à 
unidade feto -placentária genetica-
mente incompatível, a nutrição e de-
senvolvimento fetal e a preparação e 
prevenção das eventuais adversida-
des que possam ocorrer no parto. As 
adaptações fundamentais da gravidez 
incluem resistência à acção da insu-
lina, imunossupressão, hipervolémia 
e alterações pró -coagulantes. As mu-
lheres jovens e saudáveis conseguem 
interagir perfeitamente com estas al-
terações e a gravidez termina com 
sucesso. No entanto, a presença de 
determinados factores hereditários ou 
adquiridos podem ter como conse-
quência a ocorrência de complicações 
graves na gravidez. As complicações 
vasculares gestacionais são a princi-
pal causa de morbilidade materno-
-fetal. As trombofi lias têm sido im-
plicadas como uma importante causa 
dessas complicações e as mulheres 
com estas alterações hematológicas 
têm um risco aumentado de compli-
cações na gravidez, tal como aborto 
recorrente, pré -eclâmpsia, restrição 
de crescimento intra -uterino, desco-
lamento prematuro de placenta nor-
malmente inserida (DPPNI) e morte 
fetal in útero2. É fundamental conhe-
cer a bioquímica e a fi siologia da he-
mostase para melhor compreensão de 
alguns aspectos fi siopatológicos e da 
terapêutica das trombofi lias.

HEMOSTASE

As propriedades da hemostase são 
confi nar o sangue circulante ao leito 

vascular, manter a fl uidez do sangue 
e prevenir a perda excessiva de san-
gue após uma lesão dos vasos3. Os 
três importantes compartimentos he-
mostáticos envolvidos neste equilí-
brio são os vasos (endotélio e restan-
te parede vascular), as proteínas 
plasmáticas (pró -coagulantes, antico-
agulantes e do sistema fi brinolítico) 
e as plaquetas que devem ser normais 
em número e em função. Quando 
ocorre uma lesão vascular, indepen-
dentemente do “agente agressor”, a 
exposição do colagénio subendotelial 
e da membrana basal conduz à ade-
são e agregação plaquetárias e acti-
vação da coagulação, levando à for-
mação de um trombo hemostático 
que previne a saída de sangue do 
compartimento vascular e permite os 
eventos de reparação subsequentes. 
Duas vias distintas (intrínseca e ex-
trínseca) conduzem à formação do 
coágulo de fi brina. Apesar de serem 
iniciadas por mecanismos distintos, 
ambas convergem para uma via co-
mum. A via intrínseca é activada em 
resposta a alterações da parede vas-
cular na ausência de lesão tecidual, 
enquanto a via extrínseca é activada 
quando ocorre uma agressão tecidual. 
A cascata é complexa e envolve a in-
teracção de múltiplos factores, pelo 
que o potencial de disfunção pode 
ocorrer em qualquer uma das várias 
etapas. Tal como a formação do coá-
gulo, também a sua destruição é im-
portante no processo de reparação da 
lesão. A fi brinólise é mediada pelo 
activador tecidual do plasminogénio 
que se liga à fi brina activando a plas-
mina. A plasmina por sua vez degra-
da a fi brina podendo ser inactivada 
pela α2 -antiplasmina e pela α2-
-macroglobulina. A fi brinólise é pri-
mariamente bloqueada pelo inibidor 

ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE Hemostasis in pregnancy
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do activador do plasminogénio pro-
duzido pelo endotélio (PAI -1) e pela 
placenta (PAI -2). Tal como noutros 
processo biológicos, o sistema da co-
agulação é regulado por vários meca-
nismos inibidores que têm por objec-
tivo limitar a extensão das várias 
reacções bioquímicas e a possível 
disseminação do processo de coagu-
lação, onde se destacam o sistema da 
proteína C / proteína S e a antitrom-
bina III. A proteína C é activada na 
superfície endotelial, enquanto a 
trombina se liga à trombomodulina 
(receptor específi co para a trombina), 
transformando a enzima prócoagu-
lante (factor II) num potente activa-
dor da proteína C. A proteína C acti-
vada, na presença de fosfolípidos da 
membrana, cálcio e de um cofactor 
não enzimático (proteína S), inactiva 
os factores activados, Va e VIIIa, ini-
bindo a coagulação. Outro mecanis-
mo fundamental na regulação da he-
mostase é a inibição de serino  -  proteases 
(factores activados II, X, IX, XI, XII 
e calicreína), pela antitrombina III. 
A heparina, quando utilizada em te-
rapêutica, vai interferir com a estru-
tura bioquímica da antitrombina III, 
aumentando assim a sua actividade 
inibitória sobre a hemostase (acção 
anticoagulante).

As prostaglandinas desempenham 
também uma função importante na 
fi siologia da hemostase. Os fosfolípi-
dos das membranas das plaquetas e 
das células endoteliais são converti-
dos em ácido araquidónico pela en-
zima fosfolipase A2, que é activada 
pela trombina e pelo colagénio. O 
ácido araquidónico é convertido em 
prostaglandinas intermédias pela 
ciclo -oxigenase (COX). Nas plaque-
tas esses endoperóxidos cíclicos são 
convertidos em tromboxano A2 

(TxA2), um vasoconstritor e dos mais 
potentes agregantes plaquetários des-
critos. Nas células endoteliais esses 
mesmos produtos têm um destino di-
ferente sendo convertidos em prosta-
ciclina (PGI2), um potente antiagre-
gante plaquetário e vasodilatador.

ADAPTAÇÕES HEMATOLÓGI-
CAS DA GRAVIDEZ

Na gravidez normal ocorrem pro-
fundas alterações fisiológicas nos 
mecanismos hemostáticos com o de-
senvolvimento de um estado de hi-
percoagulabilidade4. Este estado pró-
trombótico, condicionado pelos 
estrogénios, é devido ao aumento dos 
prócoagulantes (factores II, V, VIII, 
IX, X, XII, aumento major do fi bri-
nogénio), à diminuição dos anticoa-
gulantes naturais (proteína S, aumen-
to marginal da resistência à proteína 
C activada na ausência da mutação 
do factor V Leiden) e à supressão da 
fi brinólise (aumento do PAI -2 pla-
centário). Estas adaptações fi siológi-

ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE Hemostasis in pregnancy
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cas, em conjunto com o aumento da 
volémia, previnem a hemorragia 
anormal pós -parto e desempenham 
uma função sinérgica com a contrac-
ção miometrial. A anexina V, um po-
tente anticoagulante, tem uma eleva-
da expressão na membranas apicais 
do sinciotrofoblasto da placenta, for-
mando uma camada bidimensional 
sobre os fosfolípidos da membrana, 
evitando assim que esses sirvam de 
“suporte” para o sistema enzimático 
da coagulação. A ausência ou blo-
queio desta proteína predispõe assim, 
para a activação da coagulação nos 
espaços intervilositários placentários, 
contribuindo de forma importante na 
fi siopatologia do aborto recorrente 
associado à síndroma de anticorpos 
antifosfolípidos5.

A tríade de Virchow está presente 
na gravidez sendo caracterizada por 
hipercoagulabilidade, estase venosa 
e por lesão vascular (lesão endotelial 
dos vasos pélvicos), que pode ocorrer 
mesmo no parto vaginal. Este con-
junto de alterações favorece um au-
mento do risco de tromboembolismo 

ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE Inherited and acquired thrombophilia

venoso na gravidez e puerpério, mes-
mo em mulheres sem trombofi lias 
hereditárias ou adquiridas. O número 
de plaquetas tende a diminuir cerca 
de 10% durante a gravidez normal6. 
A descida mais pronunciada ocorre 
no último trimestre, mas apesar dos 
valores se manterem dentro dos de 
referência, pode ocorrer uma trombo-
citopénia gestacional ligeira em cerca 
de 6 a 7% das grávidas. Relativamen-
te às proteínas reguladoras da hemos-
tase, a concentração de proteína C e 
de antitrombina III não sofrem qual-
quer alteração durante a gravidez4. 
A concentração sérica de proteína S 
total não varia na gravidez enquanto 
a proteína S livre sofre uma redução 
signifi cativa (40%) no 2.º e 3.º tri-
mestres4. Do ponto de vista laborato-
rial, na gravidez normal não há alte-
rações do tempo de protrombina e do 
tempo de tromboplastina parcial ac-
tivado (aPPT).

Na gravidez é fundamental a ma-
nutenção de um rigoroso equilíbrio 
entre as propriedades prótrombóticas 
e as antitrombóticas do sangue/pare-
de vascular prevenindo quer a trom-
bose quer a hemorragia.
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Fátima Serrano*
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RESUMO

Para além de um risco aumentado 
de trombose materna, a trombofi lia 
tem recentemente vindo a ser asso-
ciada a várias complicações obstétri-
cas. Neste artigo é efectuada uma 
revisão sobre as eventuais implica-
ções para a gravidez desta entidade.

Palavras -chave: Trombofilia, 
complicações obstétricas.

ABSTRACT

Thrombophilia has recently been 
associated with adverse pregnancy 
outcome, such as recurrent pregnancy 
loss, fetal growth restriction, placental 
abruption and preeclampsia. In this 
article, the author reviews thrombo-
philia’s potential role in these preg-
nancy complications.

Key -words: Thrombophilia, 
pregnancy complications
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INTRODUÇÃO

A trombofi lia é uma desordem 
multigénica causada por defeitos he-
reditários e adquiridos, sendo defi ni-
da como uma predisposição para a 
trombose1.

Para além de um risco aumentado 
de trombose materna, a trombofi lia 
tem vindo a ser apontada como uma 
das causas possíveis de algumas 
complicações obstétricas como a per-
da embriofetal recorrente, a morte 
fetal tardia inexplicada, o descola-
mento de placenta normalmente in-
serida (DPPNI), a restrição de cresci-
mento intra -uterino e a pré   -eclâm  psia. 
Estudos desenvolvidos nesta área 
têm chamado a atenção para um au-
mento da prevalência de alguns mar-
cadores de risco trombótico genético 
(mutações para a Protrombina G20210A, 
Metilenotetrahidrofolato Redutase e 
Factor V de Leiden) e adquirido (An-
ticorpos Antifosfolípidos), em mu-
lheres com este tipo de insucesso 
obstétrico. Contudo os resultados 
destas investigações não são consen-
suais, diferindo os estudos no tama-
nho da amostra, metodologia, defi ni-
ção de grupos de risco, número e tipo 
de polimorfi smo2 -6.

TROMBOFILIA HEREDITÁRIA 
E GRAVIDEZ

Todos os anos novas formas de 
trombofi lia hereditária são identifi ca-
das sendo o seu signifi cado clínico 
determinado pelo seu risco trombóti-
co e pela frequência na população em 
geral (Quadro I).

A gravidez normal associa -se a al-
terações profundas da hemostase. Para 
além de um aumento das concentrações 
dos factores procoagulantes (f. VIII, V 
e fibrinogéneo) verifica -se também 
uma diminuição de alguns anticoagu-
lantes naturais (proteína S) e aumento 
da resistência adquirida à proteína C 
activada2. Estas adaptações fi siológicas 
relacionam -se com o desenvolvimento 
normal da circulação placentar e cons-
tituem um mecanismo protector da 
hemorragia do parto. Contudo, aumen-
tam o risco de trombose materna.

O tromboembolismo venoso 
(TEV) é seis vezes mais frequente na 
grávida do que na mulher não grávi-
da, sendo o tromboembolismo pul-
monar a causa mais comum de morte 
materna no mundo ocidental. A idade 
materna, a cesariana e a presença de 
trombofi lia aumentam o risco de TEV 
durante a gravidez e puerpério8.

Transmissão
População 

geral
Caucasianos 

(%)

População 
com TVP 

(%)

TVP na 
Gravidez 

(%)

Défi ciência Antitrombina III Autossómica Dominante 0.02 1 a 2 60
Défi ciência Proteína C Autossómica Dominante 0.2 a 0.5 3 a 4 10 a 30
Défi ciência Proteína S Autossómica Dominante 0.08 2 10 a 30
FV Leiden Autossómica Dominante 5 20 a 40 40
Protrombina G20210A Autossómica Dominante 2 a 5 6 30
MTHFR C677T (homozigotia) Autossómica Recessiva  10 ? ?

Quadro I – Trombofi lias Hereditárias

Adaptado de Seligsohn & Lubetsky (2001). Genetic susceptibility to venous thrombosis. N Engl J Med; 344: 1222 -31.
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Se a associação entre AVC e Sín-
drome de Anticorpos Antifosfolípi-
dos está bem estabelecida, entre 
trombose arterial e trombofi lia here-
ditária é ainda controversa. Contudo, 
indivíduos com mutações para a Pro-
trombina ou FV Leiden parecem 
apresentar maior risco de desenvol-
ver um acidente vascular cerebral 
trombótico8. Um estudo realizado em 
12 grávidas saudáveis que tiveram 
um acidente isquémico transitório 
durante a gestação, revelou uma ele-
vada incidência de trombofi lia (83%), 
apontando para a necessidade de es-
tudo destas mulheres8.

O sucesso de uma gravidez depen-
de do desenvolvimento de uma ade-
quada circulação uteroplacentar. As 
trombofi lias podem interferir com 
este processo, dando origem a trom-
boses e alterações da implantação e 
invasão trofoblástica, com conse-
quentes complicações vasculares pla-
centares. Na última década assistiu -se 
a uma multiplicação de investigações 
evidenciando uma estreita associação 
entre a trombofi lia e algumas patolo-
gias obstétricas como sejam a perda 
embriofetal, a restrição de crescimen-
to intra -uterino (RCIU), o DPPNI e a 
pré -eclâmpsia grave. O estado da arte 
é ainda inicial, apresentando a maior 
parte das investigações insufi ciências 
metodológicas (estudos geralmente 
retrospectivos, sem grupo controlo, 
diferindo no tamanho da amostra, na 
defi nição de grupos de risco, incluin-
do vários tipos de perdas, diferentes 
idades gestacionais e tipo de polimor-
fi smo). No entanto, a maior parte dos 
autores são unânimes quanto à exis-
tência de uma associação entre trom-
bofi lia e insucesso obstétrico.

O estudo NOHA realizado em 
32.700 mulheres evidencia a associa-

ção entre as mutações para o FV Lei-
den e Protrombina e a perda fetal 
após a 10.ª semana de gestação, au-
mentando a trombofi lia múltipla o 
risco de perda recorrente de gravi-
dez9. Estes resultados não são contu-
do consensuais. Um outro estudo 
multicêntrico, prospectivo, publicado 
no mesmo ano e englobando 4.885 
grávidas norte -americanas, mostrou 
achados contraditórios, não tendo en-
contrado uma correlação entre a pre-
sença de heterozigotia para o factor 
V de Leiden e complicações obstétri-
cas10. Na Maternidade Dr. Alfredo da 
Costa (MAC), uma investigação 
efectuada em 73 mulheres com ante-
cedentes de aborto recorrente ou per-
da fetal inexplicada, mostrou também 
uma elevada prevalência (41%) de 
trombofi lia11.

A pré -eclâmpsia é uma patologia 
específi ca que afecta cerca de 6% das 
gestações12. Vários estudos foram pu-
blicados sobre a associação entre 
trombofi lia congénita e pré -eclâmpsia. 
Infelizmente a maior parte destas in-
vestigações incluiu várias formas de 
pré -eclâmpsia (critérios, graus de gra-
vidade) e diferentes idades gestacio-
nais, sendo difícil estabelecer uma 
relação consistente entre estas duas 
entidades3,4,5,6. Aparentemente, ape-
nas a mutação para o factor V de Lei-
den é citada por todos os autores como 
inequivocamente associada a maior 
incidência de pré -eclâmpsia13,14. Re-
centemente um estudo multicêntrico 
desenhado por Mello et al.15, compa-
rou a frequência de trombofi lia entre 
mulheres com antecedentes de pré-
-eclâmpsia e mulheres com gravide-
zes normais de termo. Foi encontrada 
uma prevalência de trombofi lia here-
ditária signifi cativamente maior nas 
mulheres com antecedentes de pré-
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-eclâmpsia grave (50.7%) do que nas 
do grupo controle (17.2%). As trom-
bofi lias mais frequentes foram o FV 
Leiden, as mutações para Protrombi-
na G20210A e MTHFR C677T, o 
síndrome de anticorpos antifosfolípi-
dos e a hiperhomocisteinémia. As 
mulheres com formas graves de pré-
-eclâmpsia apresentavam uma proba-
bilidade 17 vezes superior de serem 
portadoras de trombofi lia múltipla.

TROMBOFILIAS ADQUIRIDAS 
E GRAVIDEZ

As principais ”condições trombo-
fílicas” adquiridas incluem o SAAF, 
a trombocitémia essencial, a hiperho-
mocisteinémia, a gravidez, a utiliza-
ção de ACO e THS, a trombocitopé-
nia induzida pela heparina, as 
neoplasias, a doença de Behçet e a 
doença infl amatória intestinal16. O 
Síndrome de Anticorpos Antifosfolí-
pidos é, no entanto, pela sua especi-
fi cidade, aquele com maior relevân-
cia na área da obstetrícia.

SÍNDROMA DE ANTICORPOS 
ANTIFOSFOLÍPIDOS

Em 1950 foi pela primeira vez 
descrita, em doentes com LES, a 
existência de um inibidor que in vitro 
bloqueava as reacções de coagulação 
fosfolípido -dependentes, então deno-
minado anticoagulante lúpico (AL). 
Alguns destes indivíduos apresenta-
vam também testes serológicos falsos 
positivos para a sífi lis17. Uma década 
depois, Bowie et al associavam o AL 
com a existência de trombose veno-
sa18. Em 1975 foi pela primeira vez 
descrita a possível relação entre os 

anticorpos antifosfolípidos (AAF) e 
o insucesso obstétrico19. Desde essa 
altura vários trabalhos confi rmaram 
uma estreita associação entre os AAF, 
o aborto recorrente e a morte fetal. 
No entanto, foi apenas em 1987 que 
o conceito de Síndrome de Anticor-
pos Antifosfolípidos (SAAF) foi pu-
blicado, chamando a atenção para a 
existência de uma entidade indepen-
dente de uma doença autoimune (LES 
ou outra) 20.

Os AAF encontram -se em 2 a 4 % 
da população obstétrica geral e em 11 
a 22 % de mulheres com perda recor-
rente de gravidez. Os mais bem carac-
terizados são o anticoagulante lúpico 
(AL) e a anticardiolipina (aCL). Cerca 
de 70% das doentes com AL têm tam-
bém anticorpos contra a cardiolipina, 
sendo actualmente consensual que o 
AL é o AAF associado a maior risco de 
trombose21,22. Recentemente a anti -β-
-2 -Glicoproteína I foi também incluída 
nos critérios laboratoriais de SAAF22. 
Uma miríade de outros anticorpos an-
tifosfolípidos: anti -fosfatidilserina, 
anti -fosfatidiletanolamina, anti-
-fosfatidilglicerol, anti -fosfatidilcolina, 
anti -fosfatidilinositol e anti -anexina V, 
têm também sido descritos. De acordo 
com os consensos actuais22,23, estes úl-
timos AAF não devem ser considera-
dos com critério para SAAF.

A anticardiolipina, o anticoagulan-
te lúpico e a anti -β -2 -Glicoproteína 
estão associados a perda recorrente de 
gravidez, e a fenómenos tromboem-
bólicos: o chamado Síndrome de An-
ticorpos Antifosfolípidos (SAAF)22,23. 
No entanto, a presença dos AAF deve 
ser interpretada dentro de um contex-
to clínico, pois estão ocasionalmente 
presentes em mulheres sem doença. 
Apenas níveis moderados ou eleva-
dos de aCL devem ser critério para o 
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SAAF. Os testes devem ser repetidos 
(pelo menos duas determinações) 
com intervalo igual ou superior a 12 
semanas.

Deve haver pelo menos um crité-
rio clínico e um serológico para o 
diagnóstico de SAAF. Recentemente, 
no 11.º Congresso Internacional so-
bre AAF realizado em 2005 em Sid-
ney22, estes critérios foram revistos 
(Quadro II).

A trombose venosa (TV), particu-
larmente a TV profunda dos membros 
inferiores, é a manifestação clínica 
mais frequente do SAAF. Ocorre em 

10 a 60 % dos doentes, apresentando 
cerca de metade destes história de 
tromboembolismo pulmonar24. As 
tromboses arteriais mais frequentes 
(AIT e AVC), atingem o SNC contri-
buindo para 50% das tromboses arte-
riais associadas ao SAAF. No entanto, 
qualquer leito vascular (arterial ou 
venoso) pode ser atingido, podendo a 
trombose no SAAF ocorrer em loca-
lizações pouco frequentes noutros 
estados protrombóticos24.

Em mulheres não tratadas, 
verifi cam -se 90% de abortos ou mor-
tes fetais, sendo as taxas de prematu-

Quadro II – Critérios para Síndrome de Anticorpos Antifosfolípidos (revisão e actualização)

Deve existir pelo menos um critério clínico e um serológico para o diagnóstico de SAAF.

Critérios Clínicos

1. Trombose Vascular

Um ou mais episódios de trombose arterial, venosa ou de pequenos vasos, confi rmado 
por exames de imagem ou por exame histopatológico

2. Patologia Obstétrica

a) Uma ou mais mortes in utero inexplicadas de fetos morfológicamente normais (> 10 
sem gestação)

b) Um ou mais nascimentos prematuros (< 34 semanas), de fetos morfológicamente 
normais, associados a eclâmpsia ou pré - eclâmpsia grave ou insufi ciência placen-
tar.

c) Três ou mais abortos espontâneos consecutivos (< 10 sem), excluídas causas anató-
micas, hormonais e cromossómicas

Critérios Laboratoriais

1. Anticoagulante lúpico (AL) positivo em duas ou mais ocasiões, com pelo menos 12 
semanas de intervalo, detectado com as normas da International Society on Throm-
bosis and Haemostasis;

2. Ac anticardiolipinas (IgG ou IgM) valores acima do percentil 99 ou > 40GPL ou MPL 
em duas ou mais ocasiões, com pelo menos 12 semanas de intervalo, medido através 
de ELISA standart;

3. Anticorpos anti -Beta2 -GP1 (IgG ou IgM) valores acima do percentil 99 medidos em 
duas ou mais ocasiões, com pelo menos 12 semanas de intervalo, medido através de 
ELISA standart.

In Miyakis S, Lockshin T, Branch D, et al. (2006). International Consensus Statment on an update of the Clas-
sifi cation criteria for defi nite antiphospholipid Syndrome. Journal of Thrombosis and Haemostasis. 4: 297.
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ridade e restrição de crescimento 
intra -uterino de 37 e 30% 21,25.

A associação entre pré -eclâmpsia 
e síndroma antifosfolipídico tem tam-
bém sido descrita em vários estu-
dos12,13,14. Desde o 8.º Encontro Inter-
nacional sobre Antifosfolípidos 
realizado em 1998 em Saporo, os cri-
térios clínicos para este síndroma pas-
saram a incluir o parto antes das 34 
semanas de gestação associado a pré-
-eclâmpsia ou a insufi ciência placen-
tar13. Num estudo efectuado em 300 
grávidas com pré -eclâmpsia severa, 
16% apresentavam títulos moderados 
ou elevados de anticorpos anticardio-
lipina, resultado concordante com as 
investigações atrás referidas15. Na úl-
tima revisão casuística efectuada na 
MAC em 51 gestações com SAAF 
primário foi também encontrada uma 
taxa de pré -eclâmpsia26 muito elevada 
(21,5%), o que contrasta com a taxa 
geral da instituição (6 %).

A evidência de áreas de enfarte e 
necrose em placentas destas mulheres 
apontam para fenómenos de trombo-
se ao nível da circulação utero-
-placentar como causa das perdas 
fetais. Os anticorpos antifosfolípidos, 
por lesão directa do endotélio e inter-
ferência com os fosfolípidos endote-
liais, poderiam levar à diminuição da 
relação Prostaciclina/Tromboxano, a 
alterações da função plaquetar, apop-
tose, e afectar a actividade das prote-
ínas C e S, entre outros. Para além da 
trombose, a vasculopatia decidual por 
imunocomplexos e o efeito directo 
dos AAF no trofoblasto têm sido im-
plicados na perda fetal27. Todos estes 
mecanismos levariam a tromboses e 
vasculopatia decidual. Contudo, ne-
nhum deles explica adequadamente a 
heterogeneidade de complicações 
obstétricas deste síndrome.

Tendo por base estes pressupostos 
fi siopatológicos, vários tratamentos 
têm sido propostos para o SAAF na 
gravidez. As estratégias iniciais ten-
taram suprimir o sistema imunitário, 
tendo os corticoides sido a primeira 
droga a ser escolhida. A aspirina em 
doses baixas (60 a 85 mg/dia) é usada, 
tal como noutras situações obstétricas 
para suprimir a produção de Trombo-
xano. A heparina iria actuar no fi nal 
da cadeia, impedindo o enfarte e a 
trombose placentar28. Na última déca-
da surgiram alguns trabalhos propon-
do unicamente a aspirina no tratamen-
to destas mulheres mas sem bons 
resultados29. Em relação à imunoglo-
bulina endovenosa, existem algumas 
publicações com resultados contro-
versos30. Inicialmente considerada 
como uma alternativa para a predni-
sona, a heparina de baixo peso mole-
cular é actualmente, associada à aspi-
rina, o agente com melhores resultados 
e o recomendado no tratamento deste 
síndrome na gravidez30,31.

O FUTURO

O futuro reserva -nos de certeza 
alguns desafi os aliciantes.

A avaliação da trombofi lia fetal, 
assunto emergente, é ainda controver-
so. Um papel para o feto nestas me-
canismos trombóticos foi sugerido 
por alguns estudos que demonstraram 
uma associação entre a mutação para 
o FV Leiden fetal em gestações asso-
ciadas a MFIU e enfartes placentares. 
O sucesso da profi laxia com heparina, 
medicamento que não passa a barrei-
ra placentar, na prevenção destas per-
das fetais e tromboses placentares, 
deixa, no entanto, por explicar o nexo 
de causalidade entre estas situações.
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Por outro lado, a existência de trom-
boses em placentas de grávidas com 
antecedentes de insucesso obstétrico, 
levanta a questão pertinente da eventu-
al existência de trombofi lias até agora 
desconhecidas. Investigações recentes 
sugerem que novas trombofi lias tais 
como a proteína Z e os polimorfi smos 
para os receptores da proteína C endo-
telial possam também estar associadas 
com a perda precoce da gravidez e ou-
tras patologias vasculares placentares.

Contudo e depois de toda esta in-
formação, várias questões ainda se 
levantam:

Qual a prevalência das trombofi -
lias nas diferentes populações?

Que mulheres rastrear? Investigar 
uma mulher apenas com uma perda 
fetal e sem outros factores de risco é 
controverso. Os custos inerentes a um 
estudo de trombofi lia não podem ser 
menosprezados na política de saúde 
das populações.

Quem tratar? Será que o nexo de cau-
salidade entre a presença de trombofi lia 
e a complicação obstétrica está bem es-
tabelecido? Justifi ca os custos e os efei-
tos secundários de uma terapêutica?

Assim, e até que investigações 
mais bem desenhadas clarifi quem es-
tes assuntos, os clínicos devem abster-
-se de efectuar o rastreio indiscrimi-
nado de trombofi lia, devendo este ser 
reservado apenas para o estudo de mu-
lheres com antecedentes de trombose 
arterial ou venosa, e de casos seleccio-
nados de formas graves e precoces de 
pré -eclâmpsia, DPPNI, RCIU, morte 
fetal inexplicada e aborto recorrente.
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ERYTHROCYTE MEMBRANE

Sofi a de Oliveira1

ABSTRACT

In the sixties and seventies eryth-
rocytes, or red blood cells (RBCs), 
have been extensively studied, much 
have been learned about this special 
cell particularly concerning its me-
tabolism and gas transporter func-
tion. During the following years 
RBCs have lost their interest; how-
ever in this last decade with use of 
new approaches and the application 
of modern techniques, new data be-
come again RBC in an interesting 
subject of study. Among the new 
data, one in particular is very poorly 
understood, I am referring to the ad-
hesion molecules in RBC surface, 
that until know its presence was rec-
ognize and required in the other blood 
cells (such as neutrophils, lympho-
cytes, and platelets), or in endothe-
lium cells.

In this paper I will talk about RBC 
membrane, its composition and orga-
nization, focus on its lipid and protein 
components and functions.

INTRODUCTION

Over the last 40 years red blood 
cells (RBCs) have been subject of 

many studies and articles. Much has 
been learnt from classical biochemi-
cal approaches about RBCs composi-
tion and membrane organization. 
RBCs have a characteristic that make 
this “simple” cell a unique model of 
study: ability to maintain its discoid 
shape and yet allowing cytoskeleton 
rearrangements that permit it to pass 
through capillaries. Mature RBCs in 
blood fl ow are the product of a dif-
ferentiation process that starts in the 
bone marrow as hematopoietic stem 
cells differentiate to nucleate RBCs. 
After extrusion of nuclei and degra-
dation of endoplasmic reticulum, re-
ticulocytes emerge in the circulation, 
where they rapidly develop into ma-
ture RBCs 8-μm biconcave disk and 
with a 120 days life span1. During its 
life-time RBCs protein content and 
also lipid one, will be affected. RBCs 
suffer vesiculation processes how-
ever they can not synthesized de novo 
proteins or lipids so this leads to a 
different membrane composition dur-
ing RBC life.

RBC membrane is composed by: 
19.5% (w/w) of water, 39.5% of pro-
teins, 35.1% of lipids and 5.8% of 
carbohydrates2. It has been identifi ed 
by mass-spectrometry 340 different 
membrane proteins1, being Band 3 

1 Unidade de Biologia Microvascular e Infl amação, Instituto de Medicina Molecular, Instituto de Bioquímica, Faculdade de Medicina, Universidade de Lisboa, 
1649-028 Lisboa Portugal.
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(B3) and glycophorin A (GPA) the 
two most abundant integral proteins 
of the red cell membrane, present in 
approximately 106 copies per cell3,4. 
RBC membrane has also lipid-rich 
domains usually called as lipid rafts 
or just rafts.

At the beginning RBCs were seen 
just as a gas transporter, they main 
function was to assure the transport 
of oxygen and carbon dioxide to and 
from tissues. Later RBCs adhesion 
was associated to functions such oc-
clusion of sites of vascular interrup-
tion by platelets or as a preliminary 
stage in the migration of leukocytes 
out of blood stream and into tissues4. 
Accordingly, just in the last decade it 
has become clear that RBCs express 
on their surface many molecules 
known to provide adhesion functions 
in other cells5,6,7. Additionally RBCs 
are being recognized to have other 
functions, that 40 years ago were un-
thinkable, such the transport of iC3b/
C3b-carrying immune complexes1.

In this work I will talk about RBC 
membrane composition and organi-
zation, focus on its lipid and protein 
components and functions.

RBC membrane lipids

RBC membrane is an asymmetric 
lipid bilayer and its membrane lipids 
composition is determinant to RBC 
shape and membrane fl uidity2.

The RBC membrane is composed 
by: 60% of phospholipids, essential-
ly phosphatidylcholine (PC), phos-
phatidylethanolamine (PE), sphingo-
myelin (SM) and phosphatidylserine 
(PS). It has also some phospholipidic 
minor components such as phosphati-
dylinositol (PI), PI-monophosphate 
(PIP), PI-4,5-bisphosphate (PIP2), 
phosphatidic acid (PA), lysophos-
phatidylcholine (Lyso-PC) and lyso-
phosphatidylethanolamine (Lyso-
PE). Non-sterified cholesterol 
represents about 30% of the lipidic 
RBC compound, and the last 10% are 
glycolipids2.

The asymmetry of the membranes 
plays an important role in the interac-
tions between the cells and the outer 
environment. These RBCs have fl ip-
pases and fl oppases so they can main-
tain the asymmetry by a flip-flop 
mechanism that is ATP-dependent.

In human RBC, PS and PE are 
located almost exclusively in the in-
ner monolayer where PC and SM are 
minimally present. This arrangement 
is crucial to the cell homeostasis. 
For example, an exposure of PS in 
the outer surface leads to several 
mechanisms to achieve cell death, 
apoptosis2.

Mature RBC cannot synthesize 
lipids de novo. Therefore these 
“simple” cells depend on lipid ex-
change and acylation of fatty acids, 
with plasma lipoproteins, as a mech-
anism for phospholipids repair and 
renewal2.

Figure 1 – Diagram of RBC membrane (http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/rbcmem-
brane.html)
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LIPID-RICH MICRODOMAINS/
LIPID RAFTS

Lipid rafts are characterized by 
having a low density and being in-
soluble in cold nonionic detergents. 
They have several acronyms such as 
detergent-resistant membranes 
(DRM), triton-insoluble membranes 
(TIM) and triton-insoluble fl oating 
fractions (TIFF)8.

Lipid rafts are membrane microdo-
mains with a high level of organization 
given by its enrichment in cholesterol 
and glycosphingolipids (such as gan-
gliosides (Gang) and sulfatides)8,9 that 
contain saturated fatty acylchains2,8. 
Bulk plasma membrane contains less 
cholesterol, SM and Gang, and more 
phospholipids with unsaturated acyl 
chains. These components ensure a 
higher fl uidity than rafts that have high 
level of organization and different 
composition as I said earlier9.

Rafts cover over 4% of total RBC 
membrane proteins10. The major inte-
gral proteins in RBC rafts are stomatin, 
fl otillin-1 and fl otillin-22,11. Duffy pro-
tein receptor and glycosylated phos-
phatidylinositol-anchored proteins 
(GPI-proteins: CD55, CD58, CD59) are 
also characteristic of lipid rafts8. Proteins 
that are associated to rafts become disas-
sociated in the absence of cholesterol.

The size of lipid rafts has been 
studied in very different approaches 
that originate some confl icting results 
and interpretations. A conservative 
interpretation is that lipid rafts are 
probably structures with an average 
diameter in the range of 100nm to 
200nm9. Not all the lipid rafts have 
identical protein or lipid composi-
tion, for example there is a subclass 
of these microdomains called cave-
olae that contains caveolin.

RBC MEMBRANE PROTEINS

Membrane proteins can be classi-
fi ed as “peripheral proteins” (for in-
stance spectrin) when apparently are 
associated with only one face of the 
bilayer, or “integral proteins” (for ex-
ample band 3) when they are strongly 
embedded into or through the lipid bi-
layer by hydrophobic domains within 
their amino acid sequences. Alterna-
tively, membrane proteins can be 
grouped as (1) “cytoskeleton proteins” 
for those which belong to cytoskeleton, 
such as spectrin and actin; (2) “integral 
proteins” for those which are integrat-
ed in lipid bilayer, such as Band 3 (B3) 
and glycophorins (GPs); and (3) “an-
choring proteins” for the ones that in-
stance ankyrin and protein 4.22.

RBC membrane proteins are regu-
lated by several post-translational 
mechanisms such as phosphoryla-
tion, methylation and glycosylation.

INTEGRAL PROTEINS

Band 3 (B3)

Protein B3 is the major integral 
protein present in RBC membrane 

Figure 2 – Diagram of two different types of lipid rafts8
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with 12-14 transmembrane (TM) 
segments3, and there are about 106 
copies per cell. It is a 911 amino acid 
multispanning membrane protein 
with molecular weight of 100KDa, 
also known as anion exchanger (AE1) 
that conducts bicarbonate-chloride 
exchange in RBCs4.

Band 3 has an N-terminal cytoplas-
mic domain (amino acid 1-359) that 
can be associated to several proteins. 
This domain is responsible for the 
main membrane anchorage site to the 
cytoskeleton. Therefore it is very im-
portant for the fl exibility and rigidity 
of RBC. The N-terminal domain is the 
site for binding of ankyrin, protein 4.2, 
and protein 4.1- membrane proteins 
responsible for the anchoring of mem-
brane to RBC cytoskeleton- and also 
glycolytic enzymes and haemoglo-
bin2,3,13-20. The B3 C-terminal domain 
(amino acid 360-911) carries out the 
anion exchange. It is formed by 12-14 
TM segments with a short cytoplas-
mic tail (33 amino acids). Addition-
ally it is responsible for the binding of 
carbonic anhydrase II3,4,13-20. B3 exists 
in RBC membrane as dimmers (70%), 
tetramers and higher order oligomers 
(30%). The tetrameric form binds ba-

sically protein 4.2 and ankyrin4. Alto-
gether, B3 and respective associated 
proteins are known as the B3 macro-
complex. B3 macrocomplex is also 
related with glycophorin A and RhAG 
and/or Rh complex4.

Band 3 confi guration can be mod-
ulated by phosphorylation – by action 
of phosphotyrosine kinases (PTKs) 
like p53/56Lyn – or dephosphorylation 
– by phosphotyrosine phosphatase 
(PTP). These reactions are responsi-
ble for example for the release of GEs 
to the cytoplasm and consequently 
activation of them15,17,21,22.

Several B3 gene mutations have 
been already described such as B3 
Coimbra, B3 Tuscaloosa, B3 Mon-
tefi ore and B3 Fukuoka2,3,23-25. Several 
of these mutations affect RBC cy-
toskeleton interactions by altering the 
association point of B3 with ankyrin, 
protein 4.2 and/or protein 4.1. Others 
can lead to the reduction of B3 levels 
in RBC membrane affecting RBC 
functions in the human body4,23-25

Glycophorins: Glycophorin A (GPA)

Sialic acid residues are abundant 
in negatively charged RBC surface; 
this negative net charge is mostly 
from the sialic residues (60%) pres-
ent in Glycophorin A (GPA), but also 
in other glycophorins (GPs), B3 and 
some glycolipids. These negative 
surface charges of RBC plays a cru-
cial role in modulating RBC-RBC 
interactions and as well RBC interac-
tions with vascular endothelium and 
other circulating blood cells2,6.

Glycophorins or syaloglycopro-
teins are about 2% of total RBC 
membrane proteins2,26 among there 
GPA is the major constituent repre-Figure 3 – Illustration of protein Band 3 and its possible mutations4
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senting 1.6% of total RBC membrane 
protein. Others such as GPB/E, simi-
lar to GPA, and GPC/D are present in 
lower amount. Interestingly GPC/D 
are non erythroid-specifi c.

Glycophorins have three do-
mains1, a cytoplasmic domain, which 
contains a cluster of basic residues 
that are located near the plasma mem-
brane2, a hydrophobic domain which 
exists as a single α-helix spanning the 
lipid bilayer, and3 a extracellular do-
main which is heavily glycosilated2.

GPA is a 131 amino acid syalogly-
coprotein with an extracellular N-ter-
minal. It has a single TM span and a 
cytosolic C-terminal tail. Nowadays, 
it is known that there is an important 
connection between GPA and B3 dur-
ing their biosynthesis and traffi cking 
to plasma membrane2,4. In fact B3 is 
critical for GPA synthesis and its sta-
bility, and GPA is not indispensable 
for B3 expression. This GP is associ-
ated to B3 in RBC membrane maybe 
so, it is present in similar amounts 
than B3 (106 copies per cell). The in-
teraction between these two main in-
tegral proteins of RBC membrane 
originate the Wright (Wrb) antigen3,4. 
The Wrb antigen results from by the 
interaction of Glu658 B3 with a site or 
sites located either near the end of the 
extracellular domain of GPA or in the 
adjacent TM domain (TM8)3,4. Addi-
tionally antibodies to GPA decrease 
the lateral and rotational mobility of 
B3, and monoclonal antibodies of the 
Wrb blood type antigen immunopre-
cipitates both B3 and GPA.

Total surface charge density is not 
affected in GPA-defi cient red cells. 
However, they exhibit increased gly-
cosylation of B3, probably due to the 
addition of excessive sialic acid, which 
should have been present on the GPA 

protein2. These cells maintain a nor-
mal RBC shape and deformability, 
thus suggesting that GPA may not be 
crucial to the RBC mechanical stabil-
ity, deformability and shape change.

Blood Group Antigens

Human beings are mainly classi-
fi ed into distinct groups according to 
the ABO blood group system how-
ever other blood groups systems have 
been identifi ed.

There are about 243 different de-
terminants known in RBC membrane 
that belong to 19 distinct blood group 
systems.

Some of the more acknowledged are 
Rh blood group, P blood group, Lu-
theran blood group, Kell blood group, 
Lewis blood group, Puffy blood group, 
Kiddy blood group, LW blood group, li 
blood group and the Diego and Wright 
blood group antigens on B3. There are 
also some other minor blood group an-
tigens such as Chido and the Rodgers 
blood group systems.

Glycosylphosphatidylinositol (GPI) 
Anchor Proteins

GPI anchors are glycolipid com-
plex structures, highly conserved 

Figure 4 – Illustration of Band 3 and GPA interaction4
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with a common core region of a PI 
molecule to which are attached 4 sug-
ars, one N-glucosamine and 3 man-
noses.

Many membrane proteins are reg-
ulated by GPI anchor proteins such 
as (1) enzymes (for example acethyl-
cholinesterase); (2) complementary 
defence proteins (DAF and CD55); 
(3) immunologic proteins; (4) recep-
tors2.

ANCHORING AND 
CYTOSKELETON PROTEINS

There are two major complexes 
responsible for the attachment of cy-
toskeleton network to the RBC mem-
brane. In the fi rst one, B3, as a mem-
brane integral protein, binds to 
ankyrin/ protein 4.2 as establishing 
the interactions with the spectrin/ac-
tin complex. In the second one, has 
GPC/D, as membrane integral pro-
tein, binds to protein 4.1 complex and 
establish another interaction to spec-
trin/actin complex, connecting the 
RBC membrane to its cytoskele-
ton2,16,18-20,27-34.

At this point we can assume that 
“peripheral proteins” can be subdi-

vided into “anchoring” and “cy-
toskeleton” proteins.

Ankyrin is an anchoring protein 
and its major role is to create a tight 
association between spectrin and B3. 
The binding can be modulated by the 
extent of phosphorylation by the ac-
tion of protein kinase A, casein kinase 
I or cyclic AMP-independent protein 
kinase. Protein 4.2 is also an anchor-
ing protein that interacts with ankyrin 
and participates also in B3 macrocom-
plex structure. This protein has also an 
important role in the interaction be-
tween B3 macrocomplex and Rh com-
plex by its connection with CD472.

Concerning the “cytoskeleton pro-
teins” we have three foremost ones: 
spectin α and β, actin and protein 4.1. 
These three proteins form the “junc-
tional complex”2. The erythrocyte 
membrane-cytoskeleton interactions 
can be modulated by phosphorylation 
of 4.1R by PKC, PKA, calmodulin or 
casein kinase I, which in turns leads 
to a decrease on the interactions be-
tween 4.1R-spectrin-actin and also 
4.1R-Band 3 or 4.1R-GPC/D35-38.

DISEASE STATES OF RED CELL 
MEMBRANE

Even nowadays in clinical haema-
tology, RBC shape abnormalities are 
still widely utilized for fi rst step-di-
agnoses before further detailed char-
acterization of the phenotypes and 
genotypes of RBC membrane disor-
ders. An interesting and functional 
hypothesis has been proposed that 
RBC membrane disorders can be re-
garded either as: (1) abnormalities in 
vertical interactions of membrane 
components, or (2) those in their 
horizontal interactions2.Figure 5 – Diagram of the two major points of interaction between RBC membrane and cytoskeleton. 

A: Band 3 macrocomplex; B: Rh complex C: Protein 4.1 complex24
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An abnormality in vertical inter-
actions occurs mainly in spectrin-
ankyrin-B3 interactions, the protein 
4.1-GPC linkage and also at the 
level of the interaction of skeletal 
proteins with membrane lipids (PE 
and PS mainly)2. The abnormalities 
in horizontal interactions usually 
concern either the self-association of 
spectrin to form its tetramers, which 
are the most important component 
of the cytoskeleton network or the 
interactions of this to protein 4.1 
and/or actin2.

Mutations in genes that codifi ed 
proteins are the reason why these 
RBC membrane disorders occur, and 
are usually connected to several dis-
eases23-25.

The diseases that are associated to 
peripheral proteins are Hereditary 
Spherocytosis (HS), Hereditary El-
liptocytosis (HE) and Southeast Asian 
Ovalocytosis (SAO)23-25]2.

For example a defi ciency of spec-
trin occurs in HE and HS while a B3 
disorder is associated with SAO or 
HS too. In Europe about 30% of the 
cases of HE has a defi ciency in pro-
tein 4.1 levels in RBC membrane.

Sometimes a defi ciency in a pro-
tein can lead to a secondary reduction 

of another one. This happens for in-
stance with a rare type of HS, where 
the reduction or even absence of pro-
tein 4.2 are associated to the second-
ary decrease of CD47 levels, affect-
ing the B3 macrocomplex-Rh 
complex interaction23-25.

RBC ADHESION MOLECULES

RBCs are generally considered 
nonadhesive cells. However, several 
studies have reported the expression 
of a large number of adhesion mole-
cules in RBC1,5-7,39-48. Adhesion mol-
ecules play a crucial role in cell-cell, 
and also cell-tissue, interactions and 
are also involved in a large range of 
biological functions such as erythro-
poiesis (differentiation, maturation, 
enucleation, and release of RBCs), 
self-recognition mechanisms, red cell 
turnover, and cell aging6,39,40. During 
this aging process some adhesion mol-
ecules are down-regulated and others 
are expressed at different stages and 
remain on mature RBCs (Table I)39

Mature RBCs express adhesion 
molecules for instance: CD44, CD47, 
CD58, LW/ICAM-4, and Lu39. Many 
of these adhesion proteins belong to 

Table I – Adhesion molecules expressed by circulating erythrocytes6
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the Immunoglobulin superfamily 
(IgSF) of proteins40. Normal RBCs 
do not adhere to circulating cells and 
vessel walls under normal circum-
stances, suggesting that RBC adhe-
sion molecules could be inaccessible 
to their ligands. However RBCs be-
come more adherently during for in-
stance normal haemostatic conditions 
(clot formation), infl ammation pro-
cess, pathologic occlusion conditions 
and sickle cell disease39-41,43.

The adhesion molecules that I will 
describe briefl y support the idea that 
RBCs have at least the potential ca-
pability of adhering to a number of 
ligands including thrombospondin, 
fi brinonectin, laminin, hyaluronan, or 
to cells as endothelial cells and leu-
kocytes.

LW/ICAM-4

LW is also known as ICAM-4 or 
CD242, this glycoprotein is an eryth-
roid-specifi c membrane component 
that has a potencial role in adhesion 
or cell interaction events including 
hemostasis and thrombosis5,6,39-42 
ICAM-4 apparently is expressed as 
part of the Rh macrocomplex in RBC 
membrane5,6.

ICAM-4 has several structural 
similarities to the ICAM family that 
has as primary cellular counter-re-
ceptor leukocyte specifi c β2 integ-
rins40. However ICAM-4 is an un-
usual ICAM because it interacts with 
several types of integrins expressed 
on blood and endothelium cells39,40,42. 
This glycoprotein binds to CD11a/
CD18 (LFA-1 or αLβ2 integrin), to 
CD11b/CD18 (Mac-1 or αMβ2 integ-
rin), and to α5 integrins on nonhe-
mopoietic cells; α4β1 on hemopoietic 

cells, and αIIbβ3 on platelets40-42. 
ICAM-4 as also been recently shown 
as a ligand for monocyte/macrophage-
specifi c CD11c/CD1840.

Selective binding of ICAM-4 to 
different integrins may be important 
for a variety of normal RBC function, 
and also relevant to the pathology of 
thrombotic events in sickle cell dis-
ease.

B-CAM/LU

B-CAM/LU was fi rstly described 
as a protein expressed at the basal sur-
face of epithelial cells. This protein 
has a type-1 transmembrane glyco-
protein containing fi ve IgSF domains: 
two V-types and three C2-types5,6,43.

B-CAM/LU is a laminin receptor 
relatively inactive in normal RBC 
surface although is highly expressed 
in sickle RBCs (SS RBCs) surface. 
The increase of adhesion to lamin in 
SS RBCs might be connected with 
the increase expression of B-CAM/
LU in these cells43.

CD47

CD47 is a 50KDa and highly gly-
cosilated plasma membrane. It can 
also be call as integrin-associated 
protein (IAP) because its functions 
have been best studied in relation to 
integrin signalling. However now 
that is known that it can also interact 
with molecules and not just with in-
tegrins, CD47 seems to be a more 
appropriate name47. It is a transmem-
brane glycoprotein with fi ve mem-
brane spanning domains and a single 
extracellular V-type immunoglobulin 
super family (IgSF) domain.
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This glycoprotein is associated 
with Rh macrocomplex and with cy-
toskeleton of intact RBCs, and it is 
functionally coupled to heterotri-
meric Gi proteins, signal regulatory 
protein (SIRPα), and cholesterol44. 
CD47 is also a thrombospondin 
(TSP) family member receptor5,6,44-47 
and it can interact with several inte-
grins of β1, β2, and β3 families modu-
lating platelet activation, cell motil-
ity and adhesion, and leukocytes 
adhesion, migration and phagocyto-
sis44. CD47 cellular functions are 
well associated to the Ig domain that 
is required for the establishment of 
interactions with its associated inte-
grins, its ligand TSP, and SIRPα44-47.

In beginning CD47 was also as-
sociated to being a product of Rh 
gene because it was shown that in 
RBC Rhnull the CD47 levels decrease 
to even more low than usual. Al-
though it is expressed in many differ-
ent cells types in all tissues and in 
Rhnull individuals have normal levels 
of CD47 on cells other than RBCs47.

In mature RBCs, with lack integ-
rins, CD47 appears to mediate cell-
cell interaction with SIRPα of splenic 
macrophages, to inhibit a phosphory-
lation cascade that blocks phagocyto-
sis and prevents RBC clearance from 
the circulation45.

As I said, CD47 also binds TSP and, 
in SS RBC, generate an intracellular 
signal that increases SS RBC adhesive-
ness that is associated to vaso-occlusive 
events45-47. CD47 SS RBCs structure is 
different from the structure of CD47 
expressed in normal RBCs This struc-
tural change is responsible for the in-
crease availability of SS RBCs adhere 
to endothelium using TSP as a media-
tor, although it levels are similar in the 
two types of RBCs47).

Sialyl Moieties

AS I said before, RBC membrane 
carries sialylated glycoproteins and 
glycoplipids. The sialic acid is nega-
tively charged at physiological pH so 
it confers a halo negative charge that 
involves RBC that is called some-
times as zeta potencial. This charge 
generally help to prevent the interac-
tions between RBCs and also with 
other blood cells, however now it ap-
pears that sialic acid residues, pre-
sented mainly in GPA, could facili-
tates cell-cell interaction of RBC.

Actually it was previously shown48 
that RBC are capable of interact, even 
with low affi nity, with P-selectin, a in-
tegrin that contributes to the specifi city 
of interactions among endothelial cells, 
platelets and leukocytes during infl am-
mation, by a Le a/b antigen present in 
RBC surface. Matsui et al. have shown 
in this study the decrease of adherence 
of normal and SS RBC to P-selectin, 
using a P-selective blocking monoclo-
nal antibodies or sialyl Lewis tetrasac-
charide. In pre-treating RBCs with 
sialidase reduces their adherence to ac-
tivated endothelial cells and immobi-
lized recombinant P-selectin48.

Although there are several more 
sialic acid rich structures in RBC mem-
brane that could be involved in this 
process with a much higher affi nity5,6.

At the end we just can assure that 
a lot of work has to be made to try to 
understand this “simple” cell and the 
processes that she is involved, having 
always in mind that erythrocyte is not 
“just” a gas transporter.
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SPONTANEOUS MYOCARDIAL INFARCTION IN MICE 
LACKING ALL NITRIC OXIDE SYNTHASE ISOFORMS

Nakata S, Tsutsui M, Shimokawa H, Suda O, Morishita T, Shibata K, Yatera Y, Sabanai 
K, Tanimoto A, Nagasaki M, Tasaki H, Sasaguri Y, Nakashima Y, Otsuji Y, Yanagihara N.

ACTUALIZAÇÃO BIBLIOGRÁFICA  / ARCHIVES 

BACKGROUND

The roles of nitric oxide (NO) in 
the cardiovascular system have been 
investigated extensively in pharma-
cological studies with NO synthase 
(NOS) inhibitors and in studies with 
NOS isoform-defi cient mice. How-
ever, because of the nonspecifi city of 
the NOS inhibitors and the compen-
satory interactions among NOS iso-
forms (nNOS, iNOS, and eNOS), the 
ultimate roles of endogenous NO de-
rived from the entire NOS system are 
still poorly understood. In this study, 
we examined this point in mice defi -
cient in all 3 NOS isoforms (triply 
n/i/eNOS(-/-) mice) that we have re-
cently developed.

METHODS AND RESULTS

The triply n/i/eNOS(-/-) mice, but 
not singly eNOS(-/-) mice, exhibited 
markedly reduced survival, possibly 
due to spontaneous myocardial in-
farction accompanied by severe coro-
nary arteriosclerotic lesions. Further-
more, the triply n/i/eNOS(-/-) mice 
manifested phenotypes that resembled 

metabolic syndrome in humans, in-
cluding visceral obesity, hyperten-
sion, hypertriglyceridemia, and im-
paired glucose tolerance. Importantly, 
activation of the renin-angiotensin 
system was noted in the triply n/i/
eNOS(-/-) mice, and long-term oral 
treatment with an angiotensin II type 
1 receptor blocker signifi cantly sup-
pressed coronary arteriosclerotic le-
sion formation and the occurrence of 
spontaneous myocardial infarction 
and improved the prognosis of those 
mice, along with ameliorating the 
metabolic abnormalities.

CONCLUSIONS

These results provide the fi rst di-
rect evidence that genetic disruption 
of the whole NOS system causes 
spontaneous myocardial infarction 
associated with multiple cardiovas-
cular risk factors of metabolic origin 
in mice in vivo through the angio-
tensin II type 1 receptor pathway, 
demonstrating the critical role of the 
endogenous NOS system in main-
taining cardiovascular and metabolic 
homeostasis.

Circulation 2008 29; 117(17): 2211-23

 Second Department of Internal Medicine, School of Medicine, University of Occupational and Environmental Health, 1-1 Iseigaoka, Yahatanishi-ku, Kitakyushu 
807-8555, Japan.
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