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RESUMO

Trotta MBF. Mecanismos inflamatdérios e imunolégicos na sindrome de Down
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2009.

Mecanismos inflamatérios e imunolégicos na sindrome de Down

Nos ultimos anos houve um aumento da expectativa de vida de individuos com
sindrome de Down(SD), com causas de morte que diferem da populagdo em
geral. Alguns estudos mostraram que a resposta imunologica difere ao longo
da vida com alteragdes relacionadas ao envelhecimento. O gene RCAN1
(regulador de calcineurina tipo 1), localizado na regidao q22.12 no cromossomo
21 é descrito como responsavel pelo fenétipo da SD. O gene RCAN1 inibe a
acao da calcineurina, responsavel pela desfosforilacdo do fator nuclear de
células T ativadas (NFAT), uma etapa essencial para a ativacdo de genes
responsaveis pela expressao de citocinas. A consequéncia € uma possivel
diminuicao da resposta imune efetora. Em adultos com sindrome de Down as
respostas imunes humoral e celular tém sido pouco investigadas. Apesar da
superexpressdao do gene RCAN1 ja ter sido descrita em diversos tecidos, sua
expressao em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos
com SD nao foi ainda avaliada. Este estudo avaliou aspectos humorais e
celulares da resposta imune, avaliou a expressao quantitativa do gene RCAN1
e a relagdo com a produgado de citocinas em PBMC. O grupo de estudo foi
composto de adultos com sindrome de Down (SD) com cariotipo de trissomia
livre (n=24), um grupo controle (CTR) composto de deficientes mentais com
outras etiologias (n=21) e um grupo de individuos saudaveis (n=8) como
parametro para alguns experimentos. Os grupos SD e CTR convivem na
Associacao de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE-SP). Foram realizados
hemogramas e sorologias para deteccdo de hepatite B, citomegalovirus,
mononucleose infecciosa, toxoplasmose, rubéola, sarampo, PCR, fracdo de
complemento C3, C4, antiestreptolisina O e dosagem de imunoglobulinas 1gG,
IgM e IgA. Células mononucleares foram obtidas por gradiente de Ficoll-
Hypaque e submetidas a cultura celular sem estimulos, analise quantitativa de
expressdo génica de RCAN1 e avaliagao imunofenotipica por citometria de
fluxo.Os sobrenadantes da cultura foram coletados para dosagem das citocinas
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFa e IFNy. Os resultados deste estudo mostraram que
a frequéncia de sorologias positivas para os varios agentes infecciosos e os
demais parametros imunoldgicos foram comparaveis nos dois grupos (SD e
CTR). A analise imunofenotipica dos individuos com SD mostrou aumento de
células NK, de linfécitos TCD8+, alteracdo na relagcdo CD4:CD8 (1:1) e
diminuicdo de linfécitos B (CD19+) quando comparados ao grupo controle
(p<0,05). A produgao espontanea de IFNy, TNFa e IL-10 foi maior no grupo SD
em relagdo ao grupo CTR (p<0,05). Porém, quanto a expressdao do gene
RCAN1, nao foi observada diferenga entre os dois grupos analisados. O estudo
do perfil imunolégico humoral e celular de adultos com sindrome de Down
provenientes da APAE-SP permitiu concluir que nao houve diferengas quanto
aos aspectos humorais avaliados nos dois grupos (SD e CTR). Quanto aos
aspectos celulares avaliados, a imunofenotipagem sugere um possivel sinal de
envelhecimento precoce do sistema imune e a producdo de citocinas um



predominio de perfil pro-inflamatorio. Contudo, o perfil de citocinas ndo mostrou
qualquer relagdo com o nivel de expressdo do gene RCAN1.

Descritores: 1. sindrome de Down 2. Envelhecimento 3. Processos do
sistema imunoldgico 4. Inflamagéo 5. Citocinas 6.Expressao génica






SUMMARY

Trotta MBF. Inflammatory and immunological mechanism in Down’s syndrome
[thesis]. Sdo Paulo;“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009.

Inflammatory and Immunological mechanism in Down’s syndrome

In recent years there has been an increase in life expectancy of individuals with
Down’s syndrome (DS), with death causes differ from the general population.
Some studies have shown that the immune response differs throughout life with
changes related to aging. The RCAN1 gene (regulator of calcineurin type 1),
located in the q22.12 region of chromosome 21 is described as responsible for
the phenotype of DS. The gene RCAN1 inhibits the calcineurin activity,
responsible for the dephosphorylation of the nuclear factor of activated T cells
(NFAT), an essential step for the activation of the genes responsible for
cytokines expression. The consequence is a possible reduction of the effector
immune response. In adults with DS, the humoral and cellular immune
responses have not been throughly investigated. Although the overexpression
of the RCAN1 gene has already been described in many tissues, its expression
in mononuclear cells of peripheral blood (PBMC) of adults with DS has not been
evaluated. The objectives of this study were to evaluate aspects of humoral and
cellular immune response, evaluate the quantitative expression of the RCAN1
gene and correlate the findings with the production of cytokines. The study
group consisted of adults with Down’s syndrome (DS) with free trisomy
karyotype (n = 24), a control group (CTR) composed of the mentally disabled of
other etiologies (n = 21) and a group of healthy subjects (n = 8), as parameters
for some experiments. The SD and CTR groups are followed in Associagao de
Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE-SP). It was evaluated Hemogram and
serology for detection of hepatitis B, cytomegalovirus, infectious mononucleosis,
toxoplasmosis, rubella, measles, cRP, complement fraction C3, C4,
antistreptolysin O and IgG, IgM and IgA immunoglobulin isotypes. The
mononuclear cells were obtained by Ficoll-Hypaque gradient and the cells were
cultured without stimuli, analyzed for the quantitative gene expression of
RCAN1 and evaluated for immunophenotyping by flow cytometry. The culture
supernatants were collected for measurement of cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IL-
10, TNFa and IFNy.The results of this study showed that the frequency of
positive tests for various infectious agents and other immunological parameters
were comparable in both groups (DS and CTR). Immunophenotyping of
individuals with DS showed an increase in NK cells, CD8 + lymphocytes,
changes in CD4: CD8 ratio (1:1) and decreased B lymphocytes (CD19 +) when
compared to the control group (p <0.05). The DS group had a spontaneous
production of IFNy, TNFa and IL-10 higher than the CTR group (p<0.05).
However, there was not any difference in RCAN1 gene expression (MRNA)
between the two groups of the mentally disabled. The humoral and cellular
immune profile in adults with Down’s syndrome from APAE-SP showed that
there was no difference in the humoral aspects assessed in both groups (SD
and CTR). For the cellular aspects, the immunophenotyping suggests a
possible sign of premature aging of the immune system and the cytokine



production show a proinflammatory profile. Nevertheless, this cytokines profile
is not associated with level of expression of the RCAN1 gene.

Descriptors: 1.Down’s syndrome 2.Aging 3.Immune system process
4.Inflammation 5.Cytokines 6.Gene expression
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1.1 Epidemiologia

A sindrome de Down (SD) foi primeiramente descrita por John Langdon
Down em 1866. Em 1959, Lejeune et al. identificaram a desordem genética
como trissomia do cromossomo 21. Atualmente, identificam-se trés formas de
trissomia do cromossomo 21: a) forma livre, em que ha presengca de um
cromossomo 21 extra, responsavel por mais de 92% dos casos, b)
translocacao, na qual ha inser¢cao do brago extra do cromossomo 21 em outro
cromossomo mais comumente nos cromossomos 13, 14,15, 22 e no proprio
21; ¢) mosaico, onde parte de células exibem cari6tipos normais e outras a
trissomia livre do cromossomo 21. A sindrome de Down €& a causa mais
comum de deficiéncia mental de etiologia genética, presente em
aproximadamente 1 a cada 700 nascimentos (Yang et al., 2002).

Os individuos com sindrome de Down possuem caracteristicas clinicas
frequentemente encontradas que variam conforme a faixa etaria. Cerca de 50%
das criangas com sindrome de Down sido acometidas por cardiopatias
congénitas. Destas as mais frequentes sdo: defeito do septo atrioventricular
(45%), comunicagao interventricular (35%), comunicagao interatrial tipo “osteo
secundum” (8%), persisténcia do canal arterial (7%), Tetralogia de Fallot (4%) e
outras lesdes cardiacas (1%).

Os adolescentes e adultos jovens sem diagnostico de cardiopatia
congénita podem apresentar prolapso da valvula mitral (47%) e insuficiéncia

aortica (17%) (American Academy of Pediatrics Committee on Genetics. Health



supervision of children with Down syndrome, 2001; Cohen et al., 1999; Geggel
et al., 1993; Roizen 2002).

Outras condigdes encontradas sdo: problemas auditivos (38 a 78%),
vicios de refragdo (40 a 76%), instabilidade da articulagdo atlantoaxial (2%),
convulsdes (8%) (Roizen et al., 1993° ; Pueschel et al., 1991; Roizen et al.,
1993; Roizen et al., 1994; Zachor et al., 2000; Olson et al., 1990) e diabetes
melitus que ocorre em menos de 1% desta populagédo (Anwar et al.,1998)

As doencas autoimunes sao comuns e provocam o hipotireoidismo
(cerca de 20%), artrite reumatdide juvenil (1 a 2%) e doencga celiaca (4 a 7%).
Encontra-se positividade para pelo menos um auto anticorpo em quase 30%
das criangas (Kennedy 1992; Noble et al., 2000; da Rosa Utiyama et al.,2008).

As alteragdes hematoldgicas sédo particularmente frequentes. Observa-
se policitemia e macrocitose em mais de dois tercos dos casos. As leucemias
acometem em torno de 1 em 300 individuos com sindrome de Down e a
prevaléncia diminue com o envelhecimento (Kivivuori et al., 1996; Roizen et
al., 1993°; Lange, 2000).

A idade de aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias é
descrita como similar a populagdo em geral, com capacidade reprodutiva
normal nas mulheres, porém, diminuida nos homens. As mulheres tém
menopausa em torno de 47 anos, precoce em relagdo a populagdo geral
(Goldstein 1988; Pueschel et al.,1985).

Os disturbios psiquiatricos aparecem em até 25% dos casos e a
deméncia de Alzheimer € prevalente em 75% dos pacientes e surge
precocemente por volta dos 40 anos de idade. (Myers et al., 1991; Dalton et

al.,1986).
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A populagdo com sindrome de Down é acometida por uma série de
infecgdes, principalmente, de cavidade oral, vias aéreas superiores e tecido
celular subcuténeo (Ribeiro et al.,2003).

Entre os pacientes com deficiéncia mental institucionalizados observa-se
maior prevaléncia de infecgdes por hepatite B em relacdo a populagcdo normal,
devido ao maior numero de internagdes e transfusdes sanguineas (Holt et al.,
1986). A infecgédo por citomegalovirus (CMV) tem prevaléncia elevada nessa
populacdo com evidéncias de que individuos com infecgao subclinica poderiam
transmitir a infeccdo através de saliva ou urina contaminada pelo virus CMV
(do Canto et al., 2002). Nos casos de sepsis prevalece o Staphylococcus sp.,
porém a identificagdo do agente n&o é possivel em mais da metade dos casos.
(Garrison et al., 2005).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo da expectativa de vida
da populacdo com sindrome de Down. No periodo entre 1983 e 1997
observou-se que a média de idade passou de 25 anos a 49 anos, em 1997
(Yang et al., 2002). As causas de morte nos individuos com sindrome de Down
que chegam a idade adulta diferem da populagdo normal. Assim, doenga de
Alzheimer, cardiopatias congénitas, broncopneumonias e pneumonias
aspirativas sdo mais frequentes, enquanto leucemias, neoplasias (Satgé et al.,
1998) e doengas isquémicas do coragdo sdao menos relatadas. A mortalidade
associada a leucemia apresenta importancia até os dez anos, diminue com a

idade e torna-se irrelevante apos os 40 anos (Yang et al., 2002).



1.2 Resposta imune e genética

Os dados epidemiolégicos provocam duvidas sobre as eventuais
influéncias genéticas da sindrome de Down na fisiopatologia de varias
afecgdes. Como varias delas tem a inflamacédo um fator de implicagdo comum,
surge o desafio de entender a relagdo entre genética e inflamacéo, passando
pela resposta imune.

Estudos avaliaram a resposta imune as infec¢des, virus das hepatites
A e B, pneumococo (Ferreira et al., 2002; Nurmi et al., 1982) e vacinas de
tétano, difteria, caxumba, varicela, rubéola, influenza A e influenza B (Hawkes
et al., 1978). Mostraram resposta normal a antigenos do virus de hepatite A
(Ferreira et al., 2004), todavia, diminuida em relagdo a vacina do virus
influenza A, polio, pertussis acelular, tétano e pneumococo (Philip et al., 1986;
McKay et al., 1978; Li Volte et al., 1996; Epstein et al., 1987; Costa-Carvalho
et al., 20006).

Os padrdes destas respostas tanto humoral como celular diferem ao
longo da vida nos pacientes com sindrome de Down.

As criangas acima de seis anos apresentam niveis elevados de IgG e
IgA. Na adolescéncia ha diminuicdo de IgM e ao longo do envelhecimento, ha
queda de linfécitos B (CD19), com aumento de linfécitos T CD8 que
desequilibra a relagdo das subpopulagdes de linfocitos T CD4: CD8 (Burgio et
al., 1975, Nishida et al., 1978; Balaita et al., 1992; Nespoli et al., 1993).

Alguns estudos mostram apoptose acelerada e prejuizo da fungado dos

granulécitos, com maior susceptibilidade a infecgdes (Ugazio et al., 1990;
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Burgio et al., 1975; Burgio et al., 1983; Yasui et al., 1999).

As alteracdes das populacdes de linfécitos de individuos com sindrome
de Down comparados a adultos normais sugerem perfil de envelhecimento
precoce do sistema imunolégico, todavia esse perfil foi pouco estudado.

O envelhecimento do sistema imune envolve a preservagao do sistema
imune “ancestral” inato e modificacbes importantes do sistema “ sofisticado”
adquirido (Cossarizza et al., 1990).

A resposta imune inata predomina no envelhecimento. Ha4 aumento de
células Natural Killer (NK) que s&o subpopulagdes de linfocitos derivadas da
medula Ossea, distintas das células T ou B e se caracterizam por moléculas
CD16+, CD56+ e CD3-. As células NK possuem mecanismos liticos diretos
para destruir as células infectadas ou microorganismos por meio da secreg¢ao
de interferon y (IFNy) (Sansoni et al., 2008; Cuadrado et al., 1996; Cossarizza
etal., 1991).

Por outro lado, as alteragcbes do sistema imune adquirido sao
constituidas pela diminuigdo do numero de linfécitos B que expressam CD19
na superficie e também dos valores absolutos de linfocitos T CD3+, expressos
na superficie de células T, envolvendo as subpopulag¢des de linfécitos T CD4+
e CD8+.

A relevancia clinica destas alteragdes, principalmente em relagdo as
infecgdes, tumores e aterosclerose ndo esta clara, tanto para o envelhecimento
em geral como para os pacientes com SD (Cuadrado et al., 1996).

As alteragdes na resposta imune podem ser influenciadas por genes
expressos na trissomia do cromossomo 21, no qual, foram descritos mais de

225 genes (Hattori et al., 2000). Neste sentido, atraem atencgéo, entre outros,



os genes: a) SOD1 (superoxido dismutase), com papel no estresse oxidativo
b) CBS (cistationa B-sintetase), responsavel pela degradagdo da homocisteina
(Roizen et al., 2003); c) AML1 (acute myeloid leukemia 1), regulador da
hematopoiese normal, envolvido em 25% dos casos de leucemia linféide
aguda e 15% dos casos de leucemia mieldide aguda em criangas (Dixon et al.,
2006); d) AIRE (autoimmune polyglandular disease); e) receptores de
citocinas: IFN-y IL-10R, IL-22, IFN-a; f) DSCAM1 (Down syndrome cell
adhesion molecule 1) g) RCAN1 (regulador de calcineurina 1), descrito como
um dos responsaveis pelo fendtipo caracteristico da sindrome de Down e
fisiologicamente responsavel pela inibicdo da calcineurina (Fuentes et al.,

1995).



1.3 Regulador de calcineurina (RCAN1)

O gene RCAN1 teve sua nomenclatura alterada varias vezes.
Inicialmente, isolado no genoma de hamster foi nomeado Adapt 78 (Crawford
et al., 1997; Leahy et al., 1999). Identificado como pertencente a regido critica
da sindrome de Down foi denominado “Down syndrome critical region 17
(DSCR1) (Fuentes et al., 1995). Posteriormente isolado em musculo, foi
denominado “myocite-enriched calcineurin-interacting  protein” (MCIP1)
(Rothermel et al., 2000) e calcipressina (Genesca et al., 2003).

Recentemente, houve a tentativa de padronizacdo da nomenclatura. O
novo nome ja aprovado pelas comissbes “‘HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC)” e “Mouse Genomic Nomenclature Committee (MGNC)”,
pretende uniformizar e fornecer uma informacéo a respeito da fungdo do gene,
como regulador de calcineurina. (Davies et al., 2007).

O RCAN 1 se localiza na regido cromossdmica 22q12 e consiste de 7
exons separados por 6 introns. Os exons 1 ao 4 apresentam “splicing”
alternativos constituindo 4 isoformas diferentes permanecendo constantes dos

exons 5 ao 7, presente em todas as isoformas (Figura 1).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 1 - Diagrama esquematico do DNA genémico
Isoformas do RCAN1
Adaptado de Ermak et al., 2002.
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A maioria das isoformas relatadas compreende a isoforma 1, 4 e mais
recentemente descrita a isoforma 1L, versdo mais longa da isoformal. A
isoforma 2 so6 esta presente em tecido fetal (Ermark et al., 2002).

Em adultos, o RCAN1 isoforma 1 é altamente expresso no coracéo,
cérebro, musculo e pancreas enquanto a isoforma 4 esta mais expressa no
coragao, figado, musculo, placenta e rins (Harris et al., 2005). A isoforma
RCAN1 1L quando superexpressa protege a célula contra o estresse oxidativo
e a isoforma 1.4 inibe a hipertrofia cardiaca e muscular esquelética, além de
atenuar resposta inflamatéria e angiogénese (Fuentes et al., 1997; Hesser et
al., 2004; Kim et al., 2006; Minami et al., 2004). Em tecido nervoso de hamster
a superexpressao transitéria do RCAN1 ocasionou a diminuicdo do estresse
oxidativo mediado por calcio. Essa superexpressdo quando prolongada parece
estar relacionada a presenca de deméncia do tipo Alzheimer (Ermark et al.,
2002)

O fato do RCAN1 regular negativamente a calcineurina da mesma
forma que os imunossupressores, ciclosporina e o FK506 (Fruman et al., 1992)
desencadeou grande interesse no estudo de outros mecanismos nas
terapéuticas imunossupressoras, com menos efeitos colaterais.

A importancia do gene RCAN1 em leucdcitos estaria no papel de inibir
a calcineurina, impedir a trancrigdo de genes responsaveis pela produgao de
citocinas e desempenhar um mecanismo imunossupressor.

A calcineurina é uma serina treonina-fosfatase (PP2B), enzima
dependente de calcio, importante na via de transducdo de sinal em células

eucarioticas (Liu et al.,, 1991; Leathy et al., 1999) e desempenha um papel
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importante na estimulacédo da resposta imune e na transducgao de sinal durante
a ativagao de células T (Clipstone et al., 1992).

Na resposta imune, as células T reconhecem o antigeno via receptor de
célula T (RCT) e a ligagao do receptor de célula T e de seus co-receptores
(CD28) aos complexos peptideos antigénicos — moléculas de
histocompatibilidade (MHC), nas células apresentadoras de antigenos (APCs).
Esta ligacao inicia eventos de sinalizagao proximal que resultam na ativagao de
proteinas tirosina quinases (PTKs), ocorrendo ativacdo da fosfolipase C
(PLCy1) que catalisa a hidrélise de um fosfolipideo de membrana plasmatica
chamado fosfatidil inusitol 4,5-bifosfato (PIP2) gerando dois produtos de
degradacéao do PIP,, o diacilglicerol (DAG) e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) .

Esses dois produtos de degradacdo ativam duas vias distintas de
sinalizagdo nas células T. O DAG ¢é hidrofébico e permanece na membrana
onde ativa as proteinas quinases ( PKCs). A ativagc&o destes fatores durante a
estimulacdo de célula T pode ser induzida por sinais que sao transmitidos
diretamente por diferentes vias, tal como a via da proteina quinase (RAS-
MAPK) e a via da (PKC), que sdo ativadas por estimulos do RCT e outros
receptores. O segundo produto do PIP2, o IP; produz dentro de minutos de
ativacdo da célula T, um rapido aumento de Ca®* (Macian, 2005).

O Ca®* citosdlico livre se liga & calmodulina, uma proteina reguladora
dependente de Ca®. Os complexos calcio-calmodulina ativam varias enzimas,
inclusive a calcineurina, que € responsavel pela ativacdo de um fator de
transcrigdo nuclear das células T ativadas (NFAT) (Northrop et al., 1994). Apds
sua entrada no nucleo o NFAT interage com a proteina de ativagdo 1 (AP1) e

outros fatores transcricionais que promovem a transcrigdo génica necessaria
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para expressao de citocinas, destacando entre elas, a IL-2.

O fator nuclear kB (NF-kB) também influe na transcricdo de citocinas.
Ele permanece no citoplasma na forma inativa ligada a proteinas inibidoras
(IkB). O estimulo via receptor de células T induz a fosforilagdo da serina do
(IKK) e posterior degradagao que impede ligagdo dela com o NF-kB. Este, ao
ser liberado, transloca-se para o nucleo onde contribue para a ativacio
transcricional de multiplos genes e receptores de citocinas (Macian, 2005)
(Figura 1).

As citocinas tém importancia crucial no desenvolvimento, diferenciagéo
e regulacao do sistema imune. As células T CD4 se diferenciam em no minimo
duas subpopulagbdes: Th1 e Th2. As células T helper (Th) podem produzir
citocinas com perfil predominante Th1, pré- inflamatorio e citocinas com perfil
predominante Th2, regulador.

A resposta imune pode indicar uma producgao de citocinas equilibrada ou
desequilibrada com predominio de resposta pro-inflamatoéria  sobre a
reguladora ou vice-versa.

Entre as citocinas com perfil pro-inflamatério, destaca-se, a IL-2 que é
uma citocina produzida pelas células T ativadas via receptor de células T e
CD28, é responsavel por estimular a proliferagdo de células T antigeno
especifica, células NK e células B.

A IL-2 promove também a sobrevida das células pela inducdo de
proteinas antiapoptéticas. Além de estimular a expansao clonal de células T e
a producgao de IFNy e TNFa, a IL-2 induz a diferenciagao de células Th2 que
produzem IL-4. O IFNy é uma citocina pro-inflamatoria produzida pelos

linfécitos T e pelas células matadoras naturais (NK), cuja principal fungao é



ativar os macrofagos nas respostas imunes inatas e adquiridas mediadas por
células.

O fator de necrose tumoral (TNF) é outra citocina pro-inflamatoria
produzida principalmente por fagdcitos mononucleares ativados, estimula o
recrutamento de neutrdfilos e de mondcitos para os sitios de infecgdo na
tentativa de erradica-la. O TNF é capaz de estimular as células do endotélio
vascular a expressar moléculas de adeséo, induzir os macréfagos e células
endoteliais a secretarem quimiocinas e promover apoptose das células-alvo.
Nas infecgdes graves ha uma alta producédo de TNFa com efeito sistémico
(Abbas, 2002).

Da mesma forma que ha um mecanismo inicial para a producido de
citocinas pro-inflamatérias ha a producgao de citocinas com perfil regulador da
resposta imune.

A IL-4 é uma citocina produzida principalmente pela subpopulacdo Th2
(reguladora) das células T CD4 auxiliares e funciona como um fator de
crescimento autdcrino para células Th2 diferenciadas. Ela antagoniza os efeitos
do IFNy pelos macrofagos e desse modo inibe as reagdes imunes mediadas
pela célula. A IL-4 é a principal citocina que, na cadeia pesada de
imunoglobulinas, estimula a troca de classe pelo isotipo IgE na célula B.

Outra citocina com perfil Th2 regulador é a IL-5. Ela é uma citocina
produzida pelas células T CD4 do tipo Th2 e por mastdcitos ativados que
estimulam o crescimento e a diferenciacdo dos eosindfilos e ativacdo dos
eosinofilos maduros. Estimula a producdo de células B e a producido de
anticorpos IgA. Outra citocina reguladora é a IL-10, produzida pelos

macrofagos e por algumas células T auxiliares com a principal fungéo de inibir



os macrofagos ativados e manter o controle das reagdes imunes inatas e
mediadas por células. (Abbas, 2002; O’ Shea et al., 2001).

O RCAN1 em leucdcitos inibe a subunidade A da calcineurina (Hubbard
et al., 1989) e impede a defosforilagdo de fatores nucleares ativados (NFAT).
O NFAT se mantém na forma inativa no citosol e ndo migra para o nucleo e
promove uma diminuicdo de ativagdo das células T e consequentemente da
producao de citocinas, principalmente a IL-2. A inibicdo da calcineurina por via
indireta impede a defosforilagdo do complexo (IKK) IkB/NF-kB e a ativagdo do
NF-kb a medida que inibe a sua translocagao para o nucleo e mantem o
complexo inativo mais estavel (Kim et al., 2006; Parry et al., 2003; Aubareda et

al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2- Mecanismo de Inibigao da calcineurina pelo RCAN1
Figura adaptada de Macian, 2005.

Além de participar no mecanismo de ativacdo de células T, a
calcineurina participa na resposta celular a varios estimulos extracelulares e
estresses ambientais. Tem papel importante na via de regulagdo da apoptose
(Shibasaki et al., 1995; Krebs et al., 1998; Asai et al., 1999; Honig et al.,
2000; Kayyali et al., 1997; Zhuo et al., 1999), em processos adaptativos bem
como na diferenciagdo e no crescimento muscular tanto cardiaco como
esquelético (Mansuy et al., 1998; Winder et al., 1998, Chin et al., 1998,

Hughes 1998).



Os efeitos da inibicdo da calcineurina pelo RCAN1 sdao demonstrados
em outros tecidos. Em tecido nervoso a superexpressao transitéria do gene
RCAN1 é responsavel por impedir o estresse oxidativo e mediado por calcio e
a superexpressao cronica esta relacionada a doenga de Alzheimer (Ermak et
al., 2002). No coragcdo de modelo animal, verifica-se inibicado de hipertrofia
(Leinwand 2001) e importancia no desenvolvimento cardiaco e da valvula (Wu
et al., 2007).

No endotélio, a inibicdo da calcineurina ja demonstrou resposta anti-
inflamatoria (Qin et al.,, 2006). Em endotélio de veia de corddo umbilical
humana (HUVEC) tratada com fator de crescimento de endotélio vascular
(VEGF) e trombina ha inibicdo do NFAT (Minami et al., 2004) com regulagéo
negativa do RCAN1 em genes de trombina e de moléculas de adesédo vascular
(VCAM) ocasionando um mecanismo anti-inflamatoério (Minami et al., 2006).
Além disso, o gene RCAN1 interage fisicamente com as integrinas e regula
negativamente genes inflamatorios das células endoteliais (Kim et al., 2006),
envolvidos no mecanismo de angiogénese e possivelmente na metastase de

tumores (Lizuka et al., 2004; Hesser et al., 2004) .
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1.4 Aterosclerose

Com a observacéao da influéncia do RCAN1 em mecanismos inflamatorios
e no sistema cardiovascular cabe especular sobre uma relacdo entre a
expressao desse gene e a “protecdo” contra aterosclerose em individuos com
SD. A aterosclerose na populagcdo com sindrome de Down € mal conhecida
e promove controvérsias. Alguns estudos sugerem “protecdo” contra
aterosclerose (Murdoch et al., 1977) mas outros discordam dessa afirmativa
(Zamorano et al., 1991; Salo et al., 1979). Os dados, porém, indicam menor
acometimento por doengas isquémicas do coracdo (Morrison et al., 1996;
Yang et al., 2002).

Quanto aos fatores de risco para aterosclerose descreve-se: a)
prevaléncia elevada de sobrepeso, obesidade e sedentarismo; b) perfil lipidico
diferenciado e potencialmente de risco (elevagcdo das taxas de triglicérides,
apoliproteina B, colesterol total, LDL colesterol com expressao do receptor de
LDL reduzida) (Nishida et al, 1977; Salo et al., 1979; Pueschel et al., 1992;
Corsi et al.,, 2005), assim como perfil inespecifico, semelhante a individuos
portadores de outras formas de deficiéncia mental e mesmos habitos de vida
(Lacko et al., 1983; Dorner et al.,1984, Gorska et al., 1976). c) redugao dos
niveis de pressao arterial (Morrison et al., 1996), do inibidor do ativador
plasminogénio tecidual (PAI-1) e homocisteina (Hopkins et al., 2000;
Nordstrom et al.,1992).

A fisiopatologia da aterosclerose envolve inflamagédo e resposta imune
tanto inata quanto adquirida.

No envolvimento da imunidade inata (Figura 3A), o LDL circulante sofre
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oxidagao no subendotélio e € englobado pelo macréfago por meio do receptor
CD36 (Ohgami, et al., 2001). O macrofago que expressa na sua superficie a
molécula de CD14, torna-se célula espumosa e passa a liberar uma série de
fatores inflamatdrios citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Esses
fatores sdo responsaveis pelo aumento da expressao de moléculas de adesao
que levam ao recrutamento e rolamento de mais células inflamatérias, tais
como, células NK, mondcitos e células B1. As citocinas promovem a liberagao
hepatica de proteinas de fase aguda; proteina-C-reativa (PCR), interleucina-6
(IL-6), fibrinogénio, complemento e ferritina, entre outras.

Na resposta imune adquirida (Figura 3B), antigenos como “Heat shock
protein” (Hsp), outros antigenos infecciosos e LDL oxidado s&o processados
por APCs (macrdéfagos, células dendriticas e células B) e s&o apresentados aos
linfécitos T por meio de moléculas MHC de classes | ou Il. Os linfécitos T helper
sdo ativados (via segundo sinal) por moléculas B7-1 e B7-2 e se diferenciam
em linfécitos T com resposta pré-inflamatéria (Th1) ou resposta reguladora
(Th2).

Por outro lado, o antigeno pode ativar as células B direta e
indiretamente. A ativacdo direta promove diferenciacdo e produgao de
anticorpos e a ativagédo por via indireta ocorre via ligagao linfécito T que
expressa na superficie o CD40 com a molécula de superficie CD40L, do
linfocito B. Esta cascata de processos libera uma série de citocinas e diferencia

0 padrao de resposta imune (Getz, 2005; Nilsson 2005).
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A inflamacéao caracteriza todas as fases da aterosclerose e promove a
fisiopatologia do inicio com a formacao da placa até a ruptura que leva a
oclusdo do vaso e o infarto. No caso da doenga aterosclerética crénica alguns
marcadores inflamatérios podem fornecer informagdes que auxiliam a predizer
evento aterotrombodtico futuro. Na pratica clinica, a proteina-C-reativa é
utiizada com frequéncia e ha outros marcadores menos usados que sao:
Fibrinogénio, IL-6, IL-18, TNFa, ICAM-1, VCAM-1, P-selectina, CD40L e matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) (Ridker et al., 2004).

O predominio na producado de citocinas reguladoras ocasiona melhor

evolucdo e progndstico nas sindromes coronarianas agudas. No estudo
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CAPTURE “C7E3 Anti Platelet Therapy in Unstable Refractory angina” foi
observado um melhor progndéstico quando houve um predominio de IL-10,
citocina reguladora (Heeschen et al., 2003) e no estudo CARE “Cholesterol
And Recurrent Events” sobre prevencao secundaria, o fato de haver altos
niveis de TNFa citocina pré-inflamatéria foi associado a recorréncia de infarto
agudo do miocardio e risco elevado de morte de causa cardiovascular (Ridker
et al., 2000).

O presente estudo foi motivado pela necessidade de se aprofundar os
conhecimentos gerais sobre as peculiaridades da resposta imune humoral e
celular em adultos com sindrome de Down e particularmente avaliar os

mecanismos de acao do gene RCAN1.
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Objetivos do Estudo

2.1 Analisar os aspectos do perfil imunolégico humoral e celular nos individuos
adultos com sindrome de Down e comparar com os deficientes mentais sem

sindrome de Down.

2.2 Analisar a expressao quantitativa do gene RCAN1 e relacionar os achados

com a producédo de citocinas na sindrome de Down.



3. Métodos
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3.1 Casuistica

3.1.1 Populagao do estudo

a) Grupo sindrome de Down (SD): Foram incluidos 24 individuos com
cariotipo de trissomia livre do cromossomo 21 (TL). A amostra de 24 individuos
com idade média de 38,21 x 8,33 anos foi composta por 16 individuos do sexo
masculino e 8 do sexo feminino (Anexo A).

b) Grupo controle (CTR): Foram incluidos 21 individuos com deficiéncia
mental e caridétipo normal ou com exclusdo pelo exame citogenético de
trissomia do cromossomo 21, com idade média de 43,19 * 8,46 anos composto
por 15 individuos do sexo masculino e 6 do sexo feminino (Anexo B).

c¢) Grupo saudavel (SAUDAVEL):

Foram incluidos 8 individuos voluntarios saudaveis, com média de idade de
39,50 + 6,84 anos composto por 6 mulheres e 2 homens. Este grupo foi

utilizado como referéncia em alguns experimentos realizados (Anexo C).

3.1.2 Critérios de exclusao

Individuos com sindrome de Down com cariétipo de mosaico ou de

translocacao do cromossomo 21.
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3.2. Metodologia

Foram convocados semanalmente trés pacientes provenientes da APAE
SP, acompanhados no Ambulatério de Cardiogeriatria do Instituto do Coracéo
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

A escolha do grupo controle visa manter pareamento quanto a fatores
externos e ambientais, pela convivéncia dos dois grupos na APAE-SP.

Apds o contato com a Assistente Social da APAE-SP e o agendamento,
0s pacientes compareceram a consulta, onde foi realizada a anamnese e
exame fisico completo e assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) pelo responsavel. Os pacientes foram encaminhados ao
Laboratério Central (HCFMUSP) onde foram coletados aproximadamente 25
mL de sangue periférico e realizados os exames laboratoriais para os

seguintes procedimentos:

3.2.1 Hemograma

O hemograma foi realiza