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RESUMO

DEBOM, Gabriela Nogueira. Avaliagdo de niveis séricos de imunoglobulinas e
atividade da adenosina deaminase em eritrécitos e linfécitos de portadores de
Sindorme de Down. 2014. 47f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2014.

A Sindrome de Down (SD) € uma anomalia cromossémica causada devido a
triplicacdo completa ou parcial do cromossomo 21. Pacientes com SD exibem um
aumento na ocorréncia de infeccdes, principalmente de ordem respiratoria. O sistema
purinérgico, principalmente a adenosina, tem papel importante nos mecanismos
complexos da inflamacéo, e a Adenosina Deaminase (ADA) é uma importante enzima
justamente por controlar os niveis extracelulares deste nucleosideo em sitios
inflamatdrios. No presente estudo foram avaliadas as atividades desta enzima do
sistema purinérgico em linfocitos e eritrécitos, assim como a proteina C-reativa e 0s
niveis de imunoglobulinas em amostras de pacientes com SD e individuos saudaveis.
A populacéo foi constituida de 10 adultos com SD e 10 adultos saudaveis como grupo
controle. Os resultados obtidos demonstraram que houve um aumento na atividade
da ADA nos dois tipos celulares testados em relacdo ao grupo controle (P<0.05). Além
disso, foi notado um aumento significativo nos niveis de imunoglobulinas IgA e IgG
nas amostras de pacientes com SD quando comparados a individuos controle,
engquanto que IgM e IgE ndo houve modificacdo (P<0.05). Os niveis de proteina C-
reativa permaneceram inalterados em relacdo ao grupo controle. Estes resultados
sugerem que tanto as alteragcdes visualizadas na atividade da ADA quanto a diferenca
nos niveis de imunoglobulinas em pacientes com SD podem vir a contribuir para as
alteracdes imunoldgicas observadas na trissomia do 21.

Palavras-chave: Sindrome de Down, Linfocitos, Eritrécitos, ADA, Proteina C reativa,

Imunoglobulinas



ABSTRACT

DEBOM, Gabriela Nogueira. Evaluation of serum immunoglobulin levels and
adenosine deaminase activity in erythrocytes and lymphocytes from patients
with Down Sindrome. 2014. 47f. Term paper (Graduation in Biotecnologia) — Centro
de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

Down Syndrome (DS) is a chromosomal alteration characterized by the
presence of an extra copy of chromosome 21. Subjects with DS exhibit an increased
susceptibility to infections, mainly respiratory order. The purinergic signalling, in
particular adenosine, plays a key role in inflammation, and Adenosine Deaminase
(ADA) is a important enzyme in the control of extracellular levels of these molecule at
inflammatory sites. In this study we evaluated the activities of this enzyme in
lymphocytes and erythrocytes, as well as C-reactive protein and immunoglobulins
levels in samples of DS individuals and healthy subjects. The population consisted of
10 adults with DS and 10 healthy subjects as a control group. Results showed that
ADA activity in both cell types was significantly increased in DS patients in relation to
the control group (P<0.05). Furthermore was observed a significant increase of
immunoglobulins IgA and IgG in samples of DS patients when compared to healthy
subjects, whereas IgM and IgE did not change (P<0.05). The levels of C-reactive
protein remained unchanged in relation to the control group. These findings suggest
that alterations in the ADA activity changes as well as the immunoglobulins levels may
contribute to immunological alterations observed in this genetic disorder.

Key words: Down syndrome, Lymphocytes, Erythrocytes, ADA, C-reactive protein,

Immunoglobulins
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1 Introducéo

A Sindrome de Down (SD) é uma anomalia cromossémica causada devido a
triplicagéo completa ou parcial do cromossomo 21, sendo a alteragdo cromossomica
(cromossopatia) mais comum em humanos e a principal causa de deficiéncia
intelectual na populacéo (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Individuos com SD podem
apresentar 3 tipos de cariotipos diferentes: Trissomia Simples, Translocacdo e
Mosaico. Todos estes tipos apresentam algum grau da trissomia do cromossomo 21
(MOREIRA et al., 2000).

Estudos demonstram que pacientes com SD apresentam uma ocorréncia
aumentada de infeccbes, principalmente recorrentes, quando comparados com
individuos saudaveis. Este fato pode ser explicado por diversas disfuncdes que estes
pacientes possuem ao longo do seu sistema imunoldgico, desde alteracbes
morfologicas no timo até diminui¢do das taxas de células imunes, como linfocitos B e
T (RIBEIRO et al.,, 2003; KUSTERS et al.,, 2011). Estas disfun¢cdes podem estar
relacionadas com uma maior frequéncia de infeccdes como otites, pneumonias,
infeccbes por influenza, além de doencas auto imunes, como doenca celiaca e
tireoidite autoimune (NISIHARA et al., 2005; MALT et al., 2013).

Devido a este fato, o sistema imune apresenta uma correlacdo muito importante,
pois o entendimento do real motivo destes pacientes estarem afetados por infecgbes
recorrentes, principalmente de ordem respiratoria, aumentaria as possibilidades de
compreendimento do que a sindrome representa. Deste modo, sistema imune inato,
sistema imune adaptativo, além de células e imunoglobulinas, devem ser
investigados, afim de observar a causa de disfungcdes na por¢cdo de defesa do
organismo.

Neste contexto o sistema purinérgico torna-se uma linha de pesquisa relevante,
visto que existem dados na literatura que comprovam que o ATP extracelular e o seu
produto final de degradacao, a adenosina, sao importantes moléculas com funcdes de
modulacao do sistema imune (BURNSTOCK, 2009). O ATP seria uma molécula com
acOes pro-inflamatorias, enquanto que a adenosina teria fun¢des antiinflamatoérias e
de imunossupressédo (BOURS et al., 2006; ANTONIOLI et al., 2012).
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A partir da compreensdo de como o sistema purinérgico afeta os portadores de
SD, pela influéncia direta em suas fun¢des imunes, seria possivel afirmar ou ndo a
existéncia de uma nova visdo sobre o que é a sindrome, além de possiveis
tratamentos. Desse modo, os portadores de SD seriam benefeciados com mais
descobertas acerca da sindrome, que ainda ndo € explicada por completo, e entdo a
expectativa de vida aumentasse ainda mais, assim como a qualidade de vida, mais

valiosa ainda.



16

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho € avaliar a atividade da Adenosina
Deaminase em eritrocitos e linfocitos e os niveis de imunoglobulinas séricas de
portadores com SD, comparando-0s com 0s parametros de individuos saudaveis de

idade compativel.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar alteracbes na atividade da enzima ADA em linfocitos e eritrécitos de
portadores de SD e individuos saudaveis de idade compativel.

- Analisar parametros inflamatorios como niveis séricos de imunoglobulinas (IgA, IgE,
IgM e IgG) e amostras de soro de portadores de SD e individuos saudaveis de idade

compativel.

- Determinar as alteracdes na proteina C reativa em soro de portadores de SD e em

individuos saudaveis de idade compativel.
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3 Revisao de Literatura

3.1 Sindrome de Down

A Sindrome de Down (SD) € uma anomalia cromossdmica causada devido a
triplicacdo completa ou parcial do cromossomo 21. Segundo dados do Ministério da
Saude, a incidéncia de casos no Brasil é de 1 a cada 600 ou 800 nascimentos. A
incidéncia ndo depende de género, raca ou classe social especifica, sendo assim a
alteracdo cromossOmica (cromossopatia) mais comum em humanos e a principal
causa de deficiéncia intelectual na populacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Foi
descrita pela primeira vez por John Langdon Down, em 1866 (MOREIRA et al, 2000).

A SD pode se dar a partir de uma trissomia simples, onde ocorre a presenca
de um cromossomo 21 extra, sendo o cariotipo 47, XX, + 21 ou 47, XY, + 21. Este tipo
de trissomia esta presente em cerca de 95% dos casos da composi¢cdo cromossémica
das pessoas com SD. Esta sindrome também pode ser caracterizada por uma
translocacdo ou um mosaico, sendo que na translocagcdo o cromossomo 21 adicional
esta fundido a um outro autossomo (mais comum entre 0s cromossomos 14 e 21)
ocorrendo em torno de 4% dos casos, e também pode ser conhecida como SD de
recorréncia familiar. J& a SD caracterizada por um mosaico representa um grupo
menor, no qual parte das células dos individuo sdo trissdmicas e parte sdo normais,
minimizando as caracteristicas fenotipicas da sindrome no paciente (SILVA e
DESSEN, 2002).
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Figura 1. Cariotipo de um portador de Sindrome de Down (47,XX,+21), caracterizado pela
presenca de um cromossomo 21 extra (Adaptado de THOMPSON, 1993).

O cromossomo 21, o menor dos autossomos humanos, contém cerca de 255
genes, de acordo com dados recentes do Projeto Genoma Humano. A trissomia da
banda cromossbémica 21g22, referente a 1/3 desse cromossomo, tem sido relacionada
as caracteristicas da sindrome. Apesar do carater génico ja bem estabelecido, as
condicBes fenotipicas dos pacientes se dao também por fatores epigenéticos, como
interacdes celulares, causas ambientais e fatores estocasticos que possam alterar de
alguma forma os processos morfogenéticos. (MOREIRA et al, 2000).

Essas condicbes fenotipicas geram ao portador de Sindrome de Down
caracteristicas peculiares, que os tornam parecidos entre si. Sao elas: hipotonia
observada em recém-nascidos, baixa estatura e braquicefalia, pescoc¢o curto, com
dobras de pele na nuca, ponte nasal plana, baixa implantacdo das orelhas, manchas
de Brushfield nas margens da iris, lingua protusa, maos pequenas com prega
simiesca e amplo espaco entre o primeiro e 0 segundo dedo dos pés (Figura 2)
(WEIJERMAN et al, 2010). No que se refere ao desenvolvimento de habilidades
motoras, as evidéncias revelam que estas criancas apresentam atraso de marcos
motores basicos, e o desempenho cognitivo também esta alterado, indicando que
esses individuos apresentam atraso ou retardo mental, observando-se um maior

comprometimento na area da linguagem (MANCINI et al, 2003).
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Figura 2: Caracteristicas fenotipicas de portadores da Sindrome de Down (Adaptado de Down
site, acesso em nov de 2013).

Além destas caracteristicas fenotipicas, a trissomia do cromossomo 21 tem
sido relacionada a disfuncées imunolégicas, justamente porque o0s portadores
apresentam uma maior frequéncia de infec¢des recorrentes, assim como de doencas
autoimunes, como doenga celiaca e tireoidite autoimune (NISIHARA et al, 2005).
Nota-se nesta alta taxa de morbidades imunoldgicas a maior frequéncia de infec¢des
respiratorias, quando comparados com a individuos normais (RIBEIRO et al, 2003).
Além destas patologias, alguns estudos vém relacionando adultos com SD a sinais de
envelhecimento precoce, o que poderia estar contribuindo para que o sitema imune
destes individuos estivesse alterado.

Os recorrentes casos de infeccfes podem estar associados com defeitos nas
células do sistema imune. Estes defeitos estéo relacionados tanto com a imunidade
mediada por células quanto pela imunidade mediada por anticorpos, e contribuem

para a alta incidéncia de infecgbes em portadores de todas as idades. Sdo comuns:
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infec¢des no trato respiratério e gastrointestinal, como otite, pneumonia, e infeccdes
por influenza (MALT et al, 2013). Além disso, taxas reduzidas de linfocitos foram
encontradas em pacientes com a trissomia do 21, tanto linfécitos T como linfocitos B
(KUSTERS et al, 2011).

3.2 Sistema Imunoloégico

O Sistema Imunolégico, ou Sistema Imune, € um sistema complexo de
estruturas e moléculas que possuem funcdo de proteger o organismo contra
patdgenos, como microrganismos infecciosos. Esta defesa € mediada por barreiras
externas e internas nao especificas, presentes naturalmente no organismo,
caracterizando a Imunidade Inata, e também por linfécitos e mecanismos
desencadeados a partir deles, em resposta a infec¢do, caracterizando a Imunidade
Adaptativa (BALESTIERI, F., 2005).

A imunidade inata € também chamada de imunidade natural ou nativa, e
constitui a primeira linha de defesa do organismo contra patégenos. Consiste em
mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que ja estdo presentes até mesmo
antes da infecgéo, e estdo prontos para responder rapidamente (ABBAS et al, 2008).
S&o eles: epitélios e substancias quimicas antimicrobianas produzidas nas superficies
epiteliais; células fagocitarias (neutréfilos e macrofagos), células dendriticas, e células
Natural Killers (NK); proteinas do sistema complemento, que quando ativado leva a
lise do microrganismo; citocinas, que regulam e coordenam muitas das atividades das
células da imunidade inata. Os mecanismos deste tipo de imunidade sao
inespecificos, e muitas vezes o organismo exige que haja uma defesa mais poderosa
contra patdgenos que evoluiram para resistir a imunidade inata (Figura 3)
(BALESTIERI, F.; ABBAS et a, 2008).

A imunidade adaptativa também pode ser chamada de imunidade especifica
ou adquirida, j& que se da na reacdo a partir do reconhecimento de substancias
microbianas e ndo microbianas pelo organismo. Além disso, possui a capacidade de
distinguir microrganismos e moléculas diferentes ou até estreitamente relacionadas.
As respostas imunologicas sdo adquiridas por experiéncia, ou seja, por exposi¢cdes

aos patogenos. Os principais componentes da resposta imune adaptativa sao 0s
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linfécitos e seus produtos secretados, como por exemploos anticorpos (Figura 3)
(ABBAS et al, 2008).

Existem dois tipos de resposta imune adaptativa: a resposta imune celular,
mediada por linfocitos do tipo T; e a resposta imune humoral, mediada por anticorpos,
moléculas secretadas por linfécitos do tipo B. Essas duas respostas imunes s&o
responsaveis por gerar especificidade e diversidade aos processos imunes, além de
especializacéo e ndo reatividade com as células e tecidos do proprio organismo. Outra
caracteristica importante € a memaria imunoldgica, que € gerada a partir da imunidade
adaptativa, através das células de memoria que o organismo forma a partir da

exposicao prévia ao patdégeno (ABBAS et al, 2008).
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Figura 3: Diferencas entre mecanismos e células da imunidade do organismo, que é dividida

em imunidade inata e imunidade adaptativa (Adaptado de Abbas, 2008).

Os linfécitos sdo células que reconhecem e respondem especificamente a
antigenos estranhos, e, portanto, atuam como mediadores da imunidade celular e
humoral. O progenitor linféide comum (ou linfoblasto) na medula éssea dé origem aos
linfécitos antigeno-especificos do sistema imune adaptativo, tanto linfocitos do tipo T
como linfocitos do tipo B. Na auséncia de uma infec¢gdo, a maioria dos linfocitos

circulantes no organismo sao pequenas ceélulas sem sinais distintos, com poucas
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organelas citoplasméticas e grande parte da sua cromatina inativa. Elas néo
apresentam atividade funcional até que reconhecam algum antigeno, sendo
conhecidos como linfécitos naive. Uma vez encontrado um antigeno, esses linfocitos
tornan-se ativos e funcionais, e assim sao denominados linfcitos efetores (ABBAS et
al, 2008).

Existem subpopulagbes de linfocitos, que diferem em sua maneira de
reconhecer antigenos e nas suas funcdes. Os linfocitos B sdo as unicas células
capazes de produzir anticorpos, sendo essas moléculas conhecidas como
Imunoglobulinas (Ig). Estas células, quando ativadas, sofrem transformacdo a
plasmacitos, que tem a capacidade de secretar essas imunoglobulinas (ABBAS et al,
2008). Todas as moléculas de imunoglobulinas, ou anticorpos, compartilham as
mesmas caracteristicas estruturais basicas, mas apresentam enorme variabilidade na
regido de ligacdo aos antigenos, e por isso podem ser classificadas em diferentes
isétipos (BALESTIERI, F., 2005). Cada isétipo apresenta caracteristicas
diferenciadas, principalmente quanto a funcéo, e estdo representadas conforme a
tabela 1.

Tabela 1: Diferengas entre as principais imunoglobulinas, também conhecidas como anticorpos.
Isétipo Estrutura Secretada Funcéo
“Anticorpos precoces”, produzidos
IgM Pentamero durante fases agudas inicias de
patologias
Imunidade de mucosa, protegendo o
IgA Monbémero, dimero e trimero organismo contra invasao viral ou
bacteriana neste local
Respostas imunes secundarias, como
19G Monémero citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos
Imunidade contra parasitas helmintos,
IgE Mondmero encontrada também em doencas

alérgicas
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Os linfocitos T reconhecem antigenos de microrganismos intracelulares através
de receptores de antigenos de células T (TCR), que reconhecem peptideos derivados
de proteinas estranhas que estejam ligadas a proteinas do hospedeiro denominadas
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Apés essa ativacao,
os linfécitos se diferem em linfocitos T auxiliar (helper), linfécito T citotoxico e linfécito
T regulador (ABBAS et al, 2008).

Os linfécitos T auxiliares secretam proteinas, denominadas citocinas, que sao
responsaveis por muitas das respostas celulares, atuando como moléculas
mensageiras do sistema imune. As citocinas secretadas pelos linfocitos T auxiliares
estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo das proprias células T e ativam outras
células, como células B, macréfagos e outros leucocitos. Os linfécitos T citotoxicos
destroem as células que exibem antigenos estranhos, como células infectadas por
virus e outros microrganismos intracelulares. Os linfocitos T reguladores atuam

principalmente na supressao da resposta imunoldgica (ABBAS et al, 2008).
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Figura 4: Células imunes diferenciadas a partir de linfocitos do tipo B e linfécitos do tipo T (Adaptado

de Look for diagnostics, acesso em nov 2013).
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Enquanto linfécitos do tipo B tém o seu desenvolvimento completo no mesmo
lugar onde sdo formados, na medula éssea, os linfocitos do tipo T precisam migrar
até o timo para que se desenvolvam e proliferem, de modo a se tornarem aptos a
reconhecerem antigenos (Figura 4) (KUSTERS et al, 2011).

3.3 Alteragcdes Imunologicas Relacionadas a Sindrome de Down

Grande parte das infec¢des relacionadas a SD ocorrem no trato respiratorio,
sugerindo que anormalidades na imunidade celular e humoral estariam diretamente
relacionadas com esta condicdo (WEIJERMAN et al,, 2010). Quando avaliados 0s
linfécitos T de jovens pacientes portadores de SD, algumas anormalidades podem ser
notadas. Podem-se visualizar alteracdes na anatomia do timo destes pacientes, sendo
0 seu tamanho diminuido em relacéo ao de individuos saudaveis, o que contribui para
reducdo da percentagem de linfécitos T com receptor TCR apto ao reconhecimento
de antigenos. Ou seja, ha uma relativa reducdo no percentual de linfocitos T naive
(RAM e CHINEN, 2011). A populacéo de linfécitos T, tanto citotoxicos como auxiliares,
€ diminuida desde o nascimento dos portadores de SD e também ha diminuicdo na
proliferacdo destas células. A expanséo natural de linfocitos T durante a infancia ndo
€ observada nestes pacientes (KUSTERS et al., 2011).

Alteracfes podem ser notadas também quando comparados os niveis de linfécitos
B em portadores de SD. Ao invés de apresentarem um aumento de linfocitos B de
memoria e uma diminuicdo na producéo de linfécitos B naive ao longo da vida, esses
individuos mostram uma diminuic&o dos linfocitos B naive ja no comeco da vida, e 0s
niveis de linfocito B de memoria ndo aumentam durante a vida. Em resultado a isso,
a contagem total de linfécitos B se torna diminuida (KUSTERS et al, 2009).

Da mesma forma, foram descritas alteracdes nos niveis séricos de
imunoglobulinas de individuos portadores de SD em relagdo a uma populacédo
saudavel. Alguns pacientes com SD apresentam niveis elevados de imunoglobulinas,
um quadro chamado de hipergamaglobulinemia, onde a partir da infancia ha um
aumento nos niveis destas moléculas. Este aumento é verificado principalmente em

relacdo a IgG, sendo que alteracbes também podem ser observadas nos niveis de
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outras imunoglobulinas, como por exemplo de IgM. A partir dos seis anos de idade,
alguns pacientes com SD também podem apresentar elevacdo nos niveis de IgA
(KUSTERS et al, 2011; RIBEIRO et al, 2003).

3.4 Sistema Purinérgico

A molécula de ATP (adenosina trifosfato) € um nucleotideo de adenina que tem
papel de “moeda energética” ja bem estabelecido. Quando no meio intracelular, o ATP
€ a principal molécula transportadora de energia para as células, sendo metabolizado
na organela mitocondria. A partir de reacdes de hidrélise, sempre é liberado um
grupamento fosfato terminal, que d& a caracteristica de doador de energia para o ATP
(NELSON e COX, 2010; MARZZOCO e TORRES, 2007).

E possivel afirmar que o ATP ndo esta so presente no meio intracelular, mas
também é liberado no espaco extracelular em resposta a distirbios metabdlicos ou
outros tipo de insultos (ANTONIOLI et al, 2013). Deste modo, ele poderia estar
envolvido em eventos a curto-prazo, como neurotransmissdo e neuromodulacgéo, até
eventos a longo-prazo, como proliferacao, diferenciacéo e morte celular, regeneracéo
e envelhecimento (BURNSTOCK, 2009).

O ATP extracelular pode atuar como um mediador durante as complexas
respostas inflamatérias do organismo, e sua concentracdo e o tempo de permanéncia
na porgéo extracelular sédo influenciados diretamente pela atividade de hidrolise desse
nucleotideo e seus produtos realizada por ectoenzimas (VITIELLO et al, 2012). A
enzima CD39 (também conhecida como ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase,
ou E-NTPDasel) converte o ATP e o ADP extracelular em AMP , que por sua vez é
hidrolisado pela enzima CD73 (ecto-5-nucleotidase) gerando adenosina. Esta
adenosina é degradada pela enzima adenosina deaminase (ADA), levando a
formacao de Inosina (Figura 5) (ANTONIOLI et al, 2012; 2013).
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Inosina

Intracelular

Figura 5. Enzimas envolvidas na degradacdo extracelular de nucleotideos e
nucleosideo de adenina até a geracéo de inosina (Adaptado de ZHANG, 2010).

Os nucleotideos de adenina e a adenosina se ligam a receptores presentes em
diferentes tipos de células, desse modo exercendo a¢gdes moduladoras em diversos
processos do organismo, como por exemplo, a inflamacao. Os receptores P1 e P2,
como sao chamados os receptores que fazem parte da sinalizagdo purinérgica, sao
expressos na superficie de células imunes e sédo ativados respectivamente pela
adenosina e pelo ATP, mediando os efeitos imunomoduladores (KUMAR e SHARMA,
2009; ANTONIOLI et al, 2013).

Existem quatro receptores do tipo P1 ligados a proteina G conhecidos como
receptores de Adenosina, e sdo nomeados A1, A2a, A2, A3. Ja 0s receptores do tipo
P2 sédo classificados em duas sub-familias, os receptores ionotropicos P2X, que séo
numerados de 1 a 7, e o0s receptores metabotréopicos P2Y (P2Y1,2,4,6,11-14)
(ANTONIOLI et al, 2013). A acdo das moléculas que participam da sinalizacédo

purinérgica é determinada pelo tipo de receptor em que elas se ligam.
3.5Papel da adenosina naresposta imune
Nas ultimas décadas varios estudos tém demonstrado que os nucleotideos de

adenina ATP e ADP e seu nucleosideo correspondente adenosina, séo importantes

moléculas sinalizadoras em varios tecidos. O ATP e a adenosina regulam processos
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relacionados a resposta imune e inflamatéria (BOURS et al, 2006), sendo o sistema
purinérgico um sistema evolutivamente selecionado com fungcdo de aperfeicoar o
funcionamento das células imunes, em interacdes célula-célula e secrecdo de
citocinas (ANTONIOLI et al, 2012; HASKO et al, 2004).

O ATP é uma molécula que possui fungbes pré-inflamatérias como a
estimulacdo e a proliferacdo de linfocitos, sendo essencial para a liberacdo de
citocinas como a interleucina 2 (IL-2) e o interferon y (IFN-y) (BOURS et al, 2006). A
maior fonte de ATP extracelular é proveniente de dano celular, e ele pode ser liberado
de varios tipos celulares em resposta a mecanismos de morte ou hipdxia, além de
estar relacionada com patologias de ordem imunoldgica, como doencas inflamatorias
de intestino e pulméo e também isquemia (BURNSTOCK, 2008; ELTZSCHIG et al,
2012).

O papel da molécula de ATP nas respostas imunes e inflamatérias esta
estreitamente relacionado com um dos seus produtos de degradacéo, o nucleosideo
adenosina. A adenosina possui fungdes imunes ja bem estabelecidas, com potentes
atividades antiinflamatérias e imunossupressoras por inibir a proliferacao de células T
através da ativacdo de receptores A2a e a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
(GESSI et al., 2007), podendo contribuir em processos inflamatérios e respostas
imunes fornecendo um tipo de feedback ao ATP (BOURS et al, 2006). A concentracao
de adenosina sofre um aumento rapido em ambientes teciduais durante alteracdes
metabdlicas adversas, além de atuar como freio natural das funces de células do
sistema imune, limitando assim as respostas inflamatérias e mantendo a integridade
tecidual (ANTONIOLI et al, 2012).

Estudos recentes, tanto in vitro quanto in vivo, demonstram o papel da molécula
de adenosina como modulador imune. Em primeiro lugar, a adenosina € liberada na
periferia das células imunes em tecidos submetidos a diversas formas de estimulos
lesivos, como por exemplo isquemia e inflamag&o. Em segundo lugar, a adenosina se
mostra imunosupressora na maioria das vezes, observando-se a sua agdo em
receptores de varios tipos de células do sistema imune. E entdo, finalmente, a
remocdo da adenosina do meio agrava a ativagdo do sistema imune, e
consequentemente agrava a disfuncdo do tecido que sofreu os estimulos nocivos
(HASKO et al, 2004).
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A adenosina possui papéis nos diferentes tipos de imunidade,. A acdo da
adenosina no sistema imune inato, por exemplo, € determinada pela sua
biodisponibilidade e a expressdo de seus receptores em células que sao
caracteristicas do sistema imune inato. Ja foram descritas interacdes entre este
nucleosideo de adenina e macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e células NK,
sendo os receptores ativados de todos os subtipos (A1, A2A, A2B, A3). A ligagdo de
adenosina em receptores A2A de neutrdéfilos, por exemplo, diminui a atividade de
geracédo de danos aos tecidos. Também foi demonstrado que a adenosina extracelular
pode estimular seus receptores em macrofagos, desfavorecendo a diferenciacao de
mondcitos em macrofagos, além de suprimir a capacidade fagocitaria destas células
(KUMAR e SHARMA, 2009).

A adenosina também pode interferir em outras células presentes em processos
inflamatorios, integrando sistema imune inato e adaptativo. Alguns estudos ja
descreveram a adenosina como moduladora da cascata enzimatica do sistema
purinérgico em linfécitos, influenciando na hidrélise de ATP até a geracdo de
adenosina. A ativacdo de receptores TCR, expressos em linfécitos T regulatérios,
pode induzir a hidrélise de ATP e ADP e também de AMP, gerando a adenosina. Este
nucleosideo entdo teria papel chave em fungdes imunossupressoras e
antiinflamatdrias destes tipos celulares, pois estaria ligando-se a receptores A2A de
linfécitos T citotoxicos, blogueando suas acdes imunes no organismo. Além disso, a
adenosina também estimularia receptores A2A nos préprios linfécitos T regulatorios,
0 que aumentaria a sua expansao ao longo do sistema imune e favoreceria a atividade

imunoregulatdria destes tipos celulares (Figura 6) (ANTONIOLLI et al, 2013).
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Figura 6: Cascata de hidrolise de ATP extracelular até adenosina extracelular e suas fungdes como
moduladora do sistema imune (adaptado de ANTONIOLLI, 2013).

3.6 Adenosina deaminase

A enzima adenosina deaminase (ADA) é considerada como uma enzima chave
no metabolismo das purinas, catalisando a desaminacéo irreversivel da adenosina e
desoxiadenosina em inosina e desoxiinosina, respectivamente sendo a principal
enzima responsavel por controlar os niveis extracelulares de adenosina (BOURS et
al. 2006). A ADA se localiza na superficie celular, e por isso também é conhecida
como ectoADA (FRANCO, et al; 1997), e pode ser encontrada em todos os tecidos do
organismo, porém estd em maiores concentracfes no sistema imune, como por
exemplo no timo (CRISTALLI et al, 2001). A estrutura tridimensional da enzima ADA
ja foi demonstrada, onde nota-se a sua caracteristica de metaloenzima, contendo um
atomo de zinco (Zn) para a sua atividade catalitica. (Figura 7) (CRISTALLI etal, 2001).

O mecanismo enzimatico depende diretamente do atomo de Zn, e é
caracterizado pela adicdo de um grupo hidroxil na posicdo C6 da molécula de
adenosina, formando uma molécula tetraédrica intermediaria, e apos é liberado um
grupamento amoénia para a formacdo final de inosina (CRISTALLI et al, 2001,
FRANCO et al, 1998).
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Figura 7: Representacdo em 3D da enzima ADA (adaptado de FRANCO, 1997).

Juntamente com a enzima ADA existeM moléculas presentes na superficie
celular que facilitam a sua ligagdo com a membrana celular. A primeira molécula a ser
identificada é a proteina CD26, também conhecida como dipeptidil peptidase IV, ou
proteina ligante de ADA. O real papel desta associacédo entre proteinas ainda nao é
totalmente descrito pela literatura, embora a funcdo de enzima proteolitica da CD26
ja seja conhecida como um marcador de ativacao de linfécitos T. Outra molécula de
importancia para a ligacdo da enzima ADA na membrana celular é o receptor de
adenosina, dos tipos A1 e A2B. Por mais que a ligacdo entre uma ectoenzima hidrolitica
e o receptor ligante do substrato desta enzima seja improvavel, estudos funcionais
observam que ela existe e inclusive é necessaria para uma ligacao efetiva entre o
receptor e a proteina G, propondo um papel chave para o controle da transducédo do
sinal proveniente do receptor (CRISTALLI et al, 2001; FRANCO et al, 1996, 1998;
ANTONIOLLI et al, 2012).

Os niveis normais da atividade da ADA em linfocitos se mostram relevantes ao
fato de que a deficiéncia genética desta enzima em humanos estd associada a uma
forma de Imunodefiéncia Combinada Grave (SCID), doenga mais comum em criangas,
onde o acumulo do subtrato da ADA, a adenosina, pode levar a uma toxicidade aos
linfécitos do paciente (CRISTALLI et al, 2001). Vérios estudos tém demonstrado que
a atividade desta enzima encontra-se alterada também em outras condi¢bes

patolégicas no qual o sistema imune esta envolvido como, por exemplo, na esclerose
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multipla (SPANEVELLO et al, 2010) e na sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (LEAL et al, 2005). Isso sugere que a atividade dessa enzima em linfocitos e
eritrocitos pode ser considerada um bom indicador de distarbios imunoldgicos, e o
envolvimento do sistema purinérgico com a sindrome deve ser estudado e

compreendido.
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4 Metodologia

4.1Populacdo e amostragem

A populacao deste estudo foi composta por 10 portadores de SD e 10 individuos
saudaveis adultos como grupo controle de ambos 0s sexos provenientes da cidade
de Pelotas. O grupo SD foi composto por 07 mulheres e 03 homens (média de idade
de 26,3 anos) enquanto que o grupo controle foi composto 06 mulheres e 04 homens
(média de idade de 23,6 anos). Todos os protocolos realizados nesse estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pelotas. Todos os
participantes dessa pesquisa e/ou seus responsaveis receberam informacdes a
respeito dos riscos e objetivos da pesquisa conforme especificado na resolugdo N°
466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude. A coleta de sangue
s6 foi realizada ap0s a assinatura do termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo
individuo (no caso do grupo controle) ou pelo responsavel familiar (no caso dos
portadores de SD).

4.2 Coleta do material biolégico

As amostras de sangue (10 - 12 mL) foram coletadas dos portadores de SD e
dos individuos controle por puncdo venosa em tubos vaccutainer com ou sem

anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetracético).

4.3Separacdao de linfocitos

Os linfécitos foram  isolados a partir de sangue periférico coletado em
anticoagulante EDTA e separados sob um gradiente de densidade com Ficoll-
Hypaque® como descrito por Boyum e colaboradores (1968). Este método se baseia
na separacao de substancias com diferente massa atémica ou molecular, baseando-
se na sua densidade ao ser aplicada uma forca centrifuga. Durante a centrifugacéo,
0S compostos sanguineos, inicialmente por cima da solucédo de Ficoll, migram de

acordo com a sua densidade e velocidade de sedimentagdo. Assim, as células
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mononucleares do sangue por possuirem menor densidade, mantém-se numa zona
mais superior do tubo, em suspensdo, enquanto outros componentes, como 0S
eritrocitos e granulécitos, agregados devido a presenca do polissacarideo de Ficoll e,
logo, mais densos, se depositam no fundo deste. A dosagem de proteina foi realizada
segundo método de Bradford (1976).

4.4 Separacdao de eritrocitos

O sangue foi coletado em tubos com EDTA como anticoagulante. Esse sangue foi
centrifugado por 10 minutos a 1000g e posteriormente o plasma removido. O pellet de
eritrocitos foi lavado com solucéo salina trés vezes, sendo que em cada lavagem o
sistema eritrocito - salina foi centrifugado a 1000g por 10 minutos. Os eritrocitos
obtidos foram usados para determinar a atividade ADA. A dosagem de proteina foi

realizada segundo método de Bradford (1976).

4.5 Determinacgdo da atividade da ADA em linfocitos e eritrocitos

A atividade da ADA em soro foi determinada de acordo com o método descrito por
Giusti & Gallanti (1984). Este método baseia-se na producdao direta de amobnia liberada
pela transformacdo da adenosina em inosina, catalisada pela enzima. A amonia
forma, na presenca de fenol adicionado na incubacdo, em solucdo alcalina, um
derivado de indofenol com intensa coloracdo azul. Esta reacdo € catalisada pelo
nitroprussiato de sddio e entédo pode ser quantificada por espectrofotometria (NEVES
et al., 2004).
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Figura 8: Representacdo da reacdo de hidrélise da adenosina feita pela enzima ADA, e
producéo de indofenol, na presenca de hipoclorito, fenol e nitroprussiato de sédio (adaptado de
NEVES, 2004).

Os resultados foram expressos em unidades por litro (U/L). Uma unidade (1U)
da ADA é definida como a soma de enzima requerida para liberar 1 mol de aménia

por minuto de adenosina nas condi¢des padréo do ensaio.

4.6Imunoglobulinas

As analises das imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM foram realizadas de acordo com
a metodologia de turbidimetria, que se baseia na deteccao 6tica de particulas muito
pequenas suspensas em liquido. Quando o anticorpo especifico para estas
imunoglobulinas reagem com as mesmas presentes na amostra, formam-se 0s
imunocomplexos insoluveis que induzem uma turbidez, medida por espectofotometria,
que é diretamente proporcional a concentracdo de imunoglobulinas na amostra
(HIRONAKA e CASANOVA, 2003).

Ja a imunoglobulina IgE foi dosada como método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) ndo competitivo, onde as imunoglobulinas especificas séo
marcadas em uma placa através da ligacdo antigeno/imunoglobulina e
imunofluorescéncia (LEQUIN, 2005).



35

4.7Proteina C Reativa

A proteina C reativa em soro foi determinada usando um kit comercial PRC da
Ebram Produtos Laboratoriais Ltda. ®, com metodologia de Turbidimetria e através do
aparelho Flexor EL 200 (ELITechGroup vital scientific ®).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados pele teste t de Student para amostras
independentes. P<0,05 foi considerado para representar a diferenca estatistica entre

0s grupos. Todos os dados estdo expressos como média + erro padrao.
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5 Resultados

hY

Em relacdo a atividade da adenosina deaminase foi observado um aumento
significativo na atividade dessa enzima tanto em linfécitos quanto em eritrécitos de

portadores de SD quando comparado ao grupo controle (P < 0.05) (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Atividade da enzima adenosina deaminase em linfécitos de portadores de Sindrome
de Down (SD) e individuos controle. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo (n=10
P < 0,05).
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Figurall: Atividade da enzima adenosina deaminase em eritrécitos de portadores de Sindrome de Down
(SD) e individuos controle. Os resultados estdo expressos em média + erro padrédo (n=10 P < 0,05).
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Os resultados obtidos em relacéo aos niveis de proteina C reativa no soro sdo
apresentados na Figura 9. Como pode ser observado néo houve diferenca significativa

nos niveis dessa proteina entre o grupo SD e o0 grupo controle.

Controle SD

Figura 9: Niveis de proteina C reativa em soro de portadores de Sindrome de Down (SD) e
individuos controle. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo (n=10 cada grupo,
P = 0,355).

Entretanto, os resultados desse trabalho demonstraram altera¢des nos niveis
de imunoglobulinas séricas em portadores de SD. Na tabela abaixo pode-se observar
que ocorreu um aumento nos niveis de IgA e IgG em soro de portadores de SD em
relacdo ao grupo controle (P<0.05). Nenhuma alteragéo significativa foi observada nos
niveis de IgE e IgM (Tabela 2).

Tabela 2: Niveis de imunoglobulinas séricas em soro de portadores de Sindrome de Down (SD) e
individuos controle. Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo (n=10 para cada grupo,
P < 0,05).

Imunoglobulinas Controle SD Valores de referéncia
IgA 261.80 £ 22.20 429.62 + 33.80* 40 a 350 mg/dl
IgE 35.42 +10.73 24.02 +7.00 <160,0 Ul/ml
IgG 1172.36 + 36.44 1382.36 + 71.44* 700 a 1600 mg/dI

IgM 105.91 £ 31.25 91.89 £ 13.51 50 a 300 mg/dl
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6 Discussao

Devido a combinacdo de uma maior insercdo na sociedade e ao acesso
precoce e continuo a intervencdes clinicas houve melhorias na vida dos pacientes.
Como resultado destas mudancas, a perspectiva de vida para pessoas com a SD
aumentou, com 85% dos nascidos antes de 1980 vivendo até os 10 anos de idade
para uma meédia de 60 anos de idade em pacientes nascidos atualmente, segundo
dados coletados nos Estados Unidos. Este aumento pode ser atribuido ao melhor
entendimento do que é a sindrome e do que ela representa, suas limitacbes e sua
descaracterizacdo de patologia por alguns autores, sendo apenas um conjunto de
sinais e sintomas que, quando o paciente recebe atendimento adequado e estimulo,
tem potencial para uma vida saudavel e plena inclusdo social (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012).

Porém, infeccdes de repeticdo ou infec¢cdes recorrentes, como pneumonias,
otites, amigdalites, rinofaringites e sinusites, ainda séo relatadas com frequéncia em
pacientes com SD (RIBEIRO et al, 2003). Sendo assim, trabalhos que possibitem ao
menos entender o porqué da imudeficiéncia da SD sdo de suma valia para que a

qualidade de vida da populacéo afetada pela sindrome seja ainda melhor.

A enzima ADA tem sido avaliada como um possivel alvo terapéutico em muitas
doencas, as quais o sistema imune esta afetado (KUMAR et al, 2009). Isso porque
essa enzima catalisa a deaminacdo de adenosina a inosina regulando as
concentracbes desse nucleosideo no meio extracelular e interferindo assim na
modulacgéo das respostas imunes e inflamatdérias. No presente trabalho foi demostrado
gue a atividade da enzima ADA encontra-se aumentada em linfocitos de portadores
de SD. Corroborando com este estudo esta o trabalho também realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, onde visualiza-se um aumento na atividade da ADA guanto
utilizadas amostras de soro de pacientes com SD (RODRIGUES, 2013). Outros
estudos seguindo a mesma linha, porém na década de 80, também demonstraram
alteracdes na atividade da ADA em células do sistema imune de portadores de SD
ratificando a importancia do Sistema Purinérgico e da Adenosina nessa alteracao
genética patologia (PUUKKA et al; 1981; 1982; 1986).
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Este aumento na atividade da enzima ADA pode ter um importante papel nas
respostas imunes ateradas em portadores de SD, ja que a adenosina € um
nucleosideo que regula a funcdo de muitas células imunes através de seus receptores
localizados na superficie celular (ANTONIOLLI et al, 2013). A adenosina tem potentes
atividades anti-inflamatorias e imunossupressoras por inibir a proliferacdo de células
T atraveés da ativagdo de receptores A2a e a liberagé@o de citocinas proé-inflamatorias
(BOURS et al, 2006). Além disso, alguns estudos tém demonstrado que a adenosina
liberada ou produzida por linfocitos B é capaz de levar a um acumulo de AMP ciclico
através da ativacdo dos receptores Aza diminuindo a producdo de imunoglobulinas
(SAKOWICK-BURKIEWICZ et al, 2012). Neste contexto, um aumento na atividade da
ADA poderia levar a uma diminui¢ao nos niveis de adenosina extracelular contribuindo
assim para um quadro préo—inflamatério na SD. Além disso, essa diminui¢do nos niveis
de adenosina poderia estar relacionado com o aumento nos niveis de algumas
imunoglobulinas observadas nesses portadores.

Pouco ainda é conhecido sobre o papel da adenosina na fisiologia do eritrécito,
entretanto um dos principais papéis em relacdo a acdo da adenosina nos eritrécitos
€ a sua regulacéo na producao do 2,3 bifosfoglicerato (2,3 - BPG), um composto que
induz a liberacdo de Oz da hemoglobina (ZHANG et al, 2012). Neste contexto, NnosSso
trabalho demonstrou um aumento na atividade da ADA nos eritrécitos sugerindo que
esse efeito poderia levar a uma diminuicdo nos niveis de adenosina e assim alterar
alguns parametros relacionados ao transporte de oxigénio em portadores de SD.
Entretanto cabe salientar que a alteragcdo na atividade dessa enzima pode ser
explicada por algumas alteracdes nos eritrocitos encontradas em portadores de SD
com a macrocitose (WACHTEL et al, 1991) e alteracdes na membrana do eritrocitos
(KANTAR et al, 1992).

De acordo também com as condi¢cGes pro-inflamatérias visualizadas na SD
estdo os resultados obtidos das andlises de imunoglobulinas, onde IgA e IgG se
encontram aumentadas. Isso poderia estar relacionado também com a
hipergamaglobulinemia visualizada na SD por outros autores (KUSTERS et al, 2011,
RIBEIRO et al, 2003). O aumento da atividade da ADA poderia estar relacionado com

esta condicdo, j4 que a diminuicdo da adenosina extracelular aumentaria os niveis di
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imunoglobulinas. Sendo que as imunoglobulinas IgA e IgG apresentam funcdes na
fase cronica de infec¢les, a razdo do aumento destas se torna visivel, pois 0s casos
visualizados em pacientes com SD séo de infec¢des recorrentes, e ndo apenas fases
agudas.

No presente trabalho ndo foram encontradas diferengas nos niveis de proteina
C reativa (PCR) em soro de portadores de SD quando comparado com individuos
saudaveis, o que reforca a hipotese de cronicidade da infeccéo, ja que a PCR é um
marcador de fase aguda que se eleva em processos inflamatérios e infecciosos
(SILVA et al, 2012). E uma proteina sintetizada pelo figado e é considerada um
marcador de inflamacdo, pois em individuos saudaveis encontra-se em
concentracfes muito baixas, sendo que na presenca de infeccbes apresenta-se
aumentada. Diferentemente dos resultados desse estudo, Corsi et al., (2005)
demonstrou um aumento na PCR em portadores de SD adultos.

A enzima ADA é responséavel pela manutencdo da concentracdo e tempo de
permanéncia do nucleosideo adenosina no meio extracelular. O aumento dessa
enzima, visualizado em amostras de linfocitos e eritrocitos de pacientes com SD em
relacdo a individuos saudaveis pode estar relacionado com a diminui¢cao de adenosina
extracelular nestes pacientes. Isso poderia indicar um aumento do carater pré-
inflamatorio, uma vez que a adenosina é descrita pela literatura como molécula anti-
inflamatéria (BOURS et al, 2006).

A atividade da enzima ADA alterada vem de encontro com o aumento de
infeccbes recorrentes em pacientes portadores de SD, principalmente infeccbes
respiratérias. Essas condi¢cdes inflamatérias exacerbadas contribuem para a
diminuicdo na qualidade de vida destes pacientes, 0 que torna este um estudo muito
importante para a avaliacdo de como o sistema purinérgico consegue modular as

condicdes patoldgicas visualizadas nesta condi¢éo genética.
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6 Conclusao

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se propor que o
sistema purinérgico é capaz de explicar, pelo menos em parte, as condi¢des
inflamatorias aumentadas e as recorrentes infecgdes dos pacientes com SD. Porém,
€ necessario realizar mais estudos utilizando estes e outros parametros inflamatérios
para que se possa fazer uma ligacdo direta entre a sinalizacdo induzida por
nucleotideos e nucleosideo de adenina e a SD, e para que estas descobertas sejam
utilizadas como novas estratégias terapéuticas de modo a otimizar ainda mais o

tratamento e a qualidade de vida dos pacientes com SD.
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