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1. INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD) também conhecida como Trissomia do 21 € uma
doenca genética causada pela ocorréncia de trés cromossomas 21, na sua
totalidade ou de uma porgédo fundamental dele (SILVA & DESSEN, 2002). Esta
sindrome constitui uma das causas mais frequentes de deficiéncia mental. O
diagndstico pode ser realizado clinicamente no periodo neonatal e confirmado por
estudos genéticos (BITTLES et al., 2006).

A morbidade por doencas infecciosas é elevada em portadores de SD. A
frequéncia de infeccbes e doencas autoimunes nesses pacientes tem sido
associada a vérias alteracdes tanto na resposta imune celular quanto humoral
(RIBEIRO et al., 2003).

Muitos mediadores s@o capazes de controlar as acdes dos linfécitos, dentre
estes pode-se destacar os nucleotideos e nucleosideos da adenina, como o
trifosfato de adenosina (ATP) e a adenosina. O ATP extracelular € uma molécula
que possui funcbes pro-inflamatorias como a estimulagdo e a proliferacdo de
linfécitos, sendo essencial para a liberacéo de citocinas como a interleucina 2 (IL-
2) e o (Interferon y) IFN-y (BOURS et al., 2006). Por outro lado, a adenosina tem
potentes atividades anti-inflamatorias e imunossupressoras por inibir a
proliferacdo de células T através da ativacao de receptores Aa € a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (GESSI et al., 2007).

A sinalizagdo induzida pelo ATP e adenosina nas respostas imunes e
inflamatorias correlaciona-se diretamente a atividade das enzimas NTPDase, e
adenosina deaminase (ADA), respectivamente. A NTPDasel é uma ectoenzima
capaz de hidrolisar nucleotideos como o ATP e o ADP, até seu respectivo
nucleotideo monofosfatado AMP. Esta enzima foi caracterizada em linfécitos
(LEAL et al.,, 2005) e tem sido postulado que a NTPDasel controla muitas
funcBes destas células incluindo reconhecimento de antigenos e ativacdo das
células T citotoxicas.

A ADA é uma enzima envolvida na desaminacdo da adenosina e da
desoxiadenosina nucleosideo, formando inosina e desoxiinosina, respectivamente
(PHILLIS, 1991). A ADA esta amplamente distribuida nos tecidos e esta presente
no desenvolvimento do sistema imune. Em particular, a ADA tem um papel
importante na proliferacdo e diferenciagéo das células linféides. A ADA também é
a principal reguladora da concentracdo de adenosina sérica, e esta envolvida no
desenvolvimento das respostas inflamatodrias e na producéo de citocinas (ZIDEK,
1999).

Sendo assim, devido aos mecanismos ainda pouco compreendidos em
relacdo a imunodeficiéncia na SD, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das
enzimas NTPDase e ADA em linfocitos e em soro, bem como os niveis de
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citocinas pré e anti-inflamatérias em individuos portadores dessa alteracao
genética.

2. METODOLOGIA

A populacdo avaliada nesse estudo consistiu de 23 individuos adultos,
portadores de SD e 23 individuos saudaveis como grupo controle, todos
habitantes da cidade de Pelotas/RS. As amostras de sangue foram coletadas
somente apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
individuos saudaveis bem como pelos responsaveis dos portadores de SD.

Foram coletados 12 ml de sangue por pung¢éo venosa de cada individuo que
posteriormente foi utilizado para a preparacao de linfécitos, ensaios enzimaticos e
determinacao de citocinas inflamatorias.

Os linfocitos foram isolados de sangue total coletado com EDTA e separados
por gradiente de densidade usando Ficoll-Histopaque. Apds o isolamento dos
linfécitos a atividade da NTPDase foi determinada segundo o método de LEAL et
al., (2005). A atividade enzimética foi expressa em nmol de Pi liberado /min/mg de
proteina.

A atividade da ADA em soro foi determinada de acordo com GIUSTI &
GAKIS (1971) Os resultados foram expressos em unidades por litro (U/L). Uma
unidade (1 U) de ADA é definida como a quantidade de enzima necessaria para
libertar 1 mmol de amoénia a partir da adenosina por minuto nas condi¢cbes de
ensaio convencionais.

A quantificacdo de citocinas como IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-10 no soro foi
determinada por ELISA utilizando kits comerciais (eBIO-Science)

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste t de Student para
amostras independentes. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa
quando P<0.05. Todos os dados foram expressos como média + erro padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a atividade da NTPDase, usando ADP
como substrato, encontra-se aumentada em linfécitos de portadores com SD
quando comparado ao grupo controle (P<0,05). Nenhuma alteracao foi observada
na hidrolise do ATP em linfdcitos de individuos com SD (Figura 1).

A NTPDase é uma enzima presente na membrana de linfocitos capaz de
hidrolisar tanto ATP quanto ADP em AMP, o qual é subsequentemente hidrolisado
pela enzima 5 -nucleotidase a adenosina. E bem estabelecido na literatura que a
adenosina é uma molécula com funcdes anti-inflamatoérias. Assim, o aumento da
hidrélise de ADP observado nesse estudo poderia contribuir para a producao de
adenosina. Estas alteracbes podem representar um importante mecanismo
compensatorio para diminuir resposta imune e a inflamacéo na SD.

Entretanto, nesse estudo também foi avaliado a atividade da ADA em soro,
onde pode-se observar que a atividade dessa enzima encontra-se aumentada em
amostras de portadores de SD quando comparado ao grupo controle (P = 0,0001)
(Figura 2). A adenosina desempenha um papel crucial na regulacédo da resposta
inflamatoria, sendo considerada uma molécula com acdo imunossupressora e
anti-inflamatoéria. O aumento na atividade da ADA poderia levar a uma diminuicao
nos niveis de adenosina extracelular e assim contribuir para a liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias.
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Figura 1 - Atividade da NTPDase em linfcitos de portadores de Sindrome de Down (SD) e
grupo controle usando ATP e ADP como substrato. * Diferente do controle (P<0.05) (n=23).
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Figura 2: Atividade da adenosina deaminase em soro de portadores de Sindrome de Down (SD)
e grupo controle. *Diferente do controle (P<0.05) (n=23).

De acordo com a hip6tese anterior, nesse trabalho foi demonstrado que os
niveis de citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y foram
aumentados no soro dos portadores de SD em relagdo ao grupo controle
(P<0,003). Por outro lado, os niveis de IL-10 foram menores em individuos
adultos com SD em comparacéo a individuos saudaveis (P <0,0001) (Tabela I).

Tabela 1 - Niveis de citocinas em soro de portadores de SD e individuos controles. Os dados
estdo apresentados como média + SEM. IL1, IL6, TNF-a, IFN-y IL10 estdo expressas em pg/ml. *
Diferente do grupo controle (P< 0,05).

Controles Sindrome de Down
IL1 48.45+1.10 58.23+3.02*
IL6 57.15+1.44 70.58+3.33*
TNFa 72.70 £1.15 90.52+3.46"
IFNy 88.35+1.31 112.05+4.07*
IL10 110.95+1.85

86.93+2.69"
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4. CONCLUSOES

A atividade da NTPDase em linfocitos e da ADA em soro foi alterada em
portadores adultos de SD. O aumento da atividade da ADA em soro poderia levar
a uma diminuicdo nos niveis de adenosina, uma molécula com fun¢des anti-
inflamatoérias. Esses achados podem contribuir para explicar as disfuncdes
imunes e alteracfes nos niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias descritas para
essa sindrome.
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