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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) é causada pela existéncia de uma coépia extra
total ou parcial do cromossomo 21 e é associada a um fenotipo com varias
desordens sistémicas incluindo alteracbes cardiovasculares, envelhecimento
precoce e disfuncbes hematoldgicas. Dados da literatura tem demonstrado varias
alteracbes relacionadas ao numero e a funcdo das plaquetas (BRUWIER;
CHANTRAIN, 2012). As plaquetas de portadores de SD apresentam disfunces
na membrana, deficiéncia em enzimas mitocondriais (PRINCE et al., 1994), e
diminuicdo no conteddo de calcio (MCCOY; SNEDDON, 1984). Entretanto o
significado clinico dessas alteracdes para a SD ainda nao esta bem esclarecido.

As plaquetas possuem um papel crucial nos mecanismos
tromboregulatérios. Quando h& injuria vascular as plaquetas sédo ativadas para
dar inicio a cascata de coagulacdo que vai ser responsavel pela hemostase
(GATEANO, 2011). Os nucleotideos e nucleosideos de adenina como o ATP,
ADP e a adenosina exercem varios efeitos regulatérios nas plaquetas. Apds a
ativacdo, as plaquetas mobilizam granulos secretérios internos que liberam no
meio extracelular uma alta concentracdo de ADP (FONTANA et al., 2013). Esse
ADP pode se ligar aos receptores P2Y; e P2Y,, de outras plaquetas que também
serdo ativadas. O ATP guando em altas concentracbes é um inibidor competitivo
dos efeitos mediados pelo ADP, enquanto que em baixas concentragcdes o ATP
pode ligar-se ao receptor P2X; (um canal céation-seletivo para Ca’™) que permite
um influxo de calcio o que leva a uma mudanca de forma na plaqueta. Por outro
lado, a adenosina possui efeitos antiagregantes e vasodilatores (ANFOSSI et al.,
2002).

O controle dos niveis extracelulares de ATP, ADP e adenosina e a
sinalizag&o por eles induzida € realizada por enzimas ancoradas na membrana da
plagueta. Dentre essas enzimas pode-se destacar as NTPDases (Ecto-
Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase) as quais sao responséaveis por hidrolisar
ATP e ADP a AMP. O AMP é convertido a adenosina pela acdo da 5'-
nucleotidase, enquanto que a enzima adenosina deaminase (ADA) converte a
adenosina a inosina (MATHIEU, 2012).

Estudos tem demonstrado que a atividade e expressao de ectonucleotidases
estdo alteradas em plaguetas em muitas situagfes patolégicas. Sendo assim,
essas enzimas podem ser consideradas importantes alvos terapéuticos uma vez
gue controlam o niveis extracelulares de ATP, ADP e adenosina, interferindo
assim com a sinalizagéo por eles induzida. Neste contexto, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade das enzimas NTPDase, 5 -nucleotidase e
ADA em plaquetas de portadores com SD.



| C':)QO] 4

XX CONGRESSO UNICIACAO ENTIF
)EFEDERALD PElOTAS

s

4

UFPEL

2. METODOLOGIA

A populacdo avaliada nesse estudo consistiu de 28 individuos adultos,
portadores de SD e 28 individuos saudaveis adultos como grupo controle, todos
habitantes da cidade de Pelotas/RS. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
ética em pesquisa da Universidade Federal de Pelotas. As amostras de sangue
foram coletadas somente apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelos individuos do grupo controle bem como pelos responsaveis dos
portadores de SD.

Foram coletados de cada individuo 4 ml de sangue por puncdo venosa em
tubos contendo citrato de s6dio com anticoagulante. A separacdo das plaquetas
foram realizada segundo o método de Pilla et al. (1996).

O ensaio enzimatico da NTPDase e da 5'- nucleotidase em plaquetas foi
realizado segundo o método de Pilla et al. (1996). O fosfato liberado foi
determinado pelo método de Chan et al. (1986) a 630nm. A atividade especifica
da NTPDase e 5'-nucleotidase foi expressa em nmol de fosfato liberado por
minuto por mg de proteina (nmol Pi/min/mg de proteina). A atividade da ADA nas
plaguetas foi determinada de acordo com Guisti & Gakis (1971) e expressa em
unidades por U/L.

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 obtidos demonstraram alteragbes na atividade das
ectoenzimas em plaquetas de portadores de SD. Com relacdo a atividade da
NTPDase foi observado que a hidrolise do ATP foi significativamente aumentada
(28%) em plaquetas de individuos com SD quando comparado com O grupo
controle (P<0,05) (Figura 1A). Por outro lado, ndo foram observadas alteracées na
atividade da NTPDase em plaquetas quando o ADP foi utilizado como substrato
(Figura 1B).
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Figura 1 — Atividade da NTPDase usando ATP (A) e ADP (B) como substrato em plaquetas de
portadores de Sindrome de Down (SD) e grupo controle. *Diferente do controle (P<0,05) (n=28).



K C':)QO] 4

CONGRESSO HNICIACAO ENTIF
)EFEDERALD PElOTAS

A figura 2 demonstra os resultados obtidos para a atividade de 5'-
nucleotidase utilizando o AMP como substrato. Nas plaquetas de portadores de
SD a atividade da 5"-nucleotidase foi diminuida (25%) em relacdo ao grupo
controle (P<0,05). Em contraste, a atividade de ADA foi aumentada (70%) em
plaguetas de individuos SD quando comparado com os individuos saudaveis
(P<0,05) (Figura 3).
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Figura 2: Atividade da 5'-nucleotidase Figura 3: Atividade da ADA usando adenosina
usando AMP como substrato em plaquetas como substrato em plaquetas de portadores
de portadores de sindrome de Down (SD) de Sindrome de Down (SD) e grupo controle.*
e grupo controle. *Diferente do controle Diferente do controle (P<0,05) (n=28).

(P<0,05) (n=28).

A adesdo de plaguetas e agregacdo subsequente no local da leséo
vascular sdo importantes mecanismos envolvidos na tromboregulagdo. E bem
estabelecido que a secrecdo de granulos densos e, em patrticular, a liberacédo de
ATP e ADP é essencial para a ativacao e agregacao plaquetaria (FONTANA, et
al., 2003). A acdo coordenada das enzimas NTPDase e 5 - nucleotidase tende a
diminuir as concentracbes extracelulares de ADP, o principal agonista de
agregacdo plaquetaria e gerar adenosina, uma molécula com acdes
antiagregantes (MATHIEU, 2012). Neste contexto, os achados do presente estudo
sugerem que o aumento da hidrélise de ATP pela NTPDase nas plaquetas de
individuos SD pode resultar em um aumento nos niveis de ADP extracelular
aumentando assim 0s processos de ativacdo e agregacao plaquetaria. Por outro
lado um diminuigdo da 5°-nucleotidase e um aumento na ADA poderia levar a
uma diminuicdo nos niveis de adenosina, uma molécula que possui acbes
antiagregantes e cardioprotetoras.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram alteragdes na atividade das ectonucleotidases
em plaquetas de portadores de SD. Estes achados sugerem que essas alteracdes
enzimaticas podem contribuir para disfuncdes em parametros de coagulagcéo
nesta sindrome.
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