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Resumo 

 

RODRIGUES, Rodrigo da Silva. Avaliação da atividade das enzimas NTPDase e 

acetilcolinesterase em linfócitos de portadores de Síndrome de Down: relação 

com parâmetros inflamatórios. 2013. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-

Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas, 

Pelotas. 

 

A Síndrome de Down (SD) é uma alteração cromossômica caracterizada 

pela presença de uma cópia extra do cromossomo 21. Indivíduos com SD tem uma 

maior susceptibilidade a infecções e doenças autoimunes. O ATP, a adenosina e a 

acetilcolina contribuem para a modulação das respostas imunes, cujas as 

concentrações são controladas pelas enzimas NTPDase, adenosina desaminase 

(ADA) e acetilcolinesterase (AChE). Sendo assim, neste estudo foram avaliadas as 

atividades destas enzimas, os parâmetros hematológicos, bem como os níveis de 

citocinas pró e anti-inflamatórias em amostras de indivíduos saudáveis ou com SD. A 

população foi composta por 23 indivíduos com SD e 23 indivíduos saudáveis como 

grupo controle. Os resultados demonstraram que a atividade da NTPDase usando 

ADP como substrato foi significativamente aumentada em linfócitos de portadores 

com SD em relação ao grupo controle (P ≤0,05), entretanto, não foram observadas 

alterações na hidrólise do ATP assim como nos parâmetros hematológicos. Um 

aumento significativo foi observado na atividade da AChE em linfócitos e da ADA em 

soro de indivíduos com SD quando comparado com indivíduos saudáveis (P ≤0,05). 

Nesse estudo também foi observado um aumento sérico das citocinas pró-

inflamatórias como IL-1, IL-6, TNF-α e IFN-γ, respectivamente, e uma diminuição 

nos níveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatória (P≤0,0001) no grupo SD.  Estes 

resultados sugerem que alterações na atividade da NTPDase, ADA e AChE, bem 

como as mudanças dos níveis de citocinas podem contribuir para alterações 

imunológicas observadas nessa desordem genética. 

 

Palavras-chave: Síndrome de Down, linfócitos, NTPDase, adenosina deaminase, 

acetilcolinesterase, citocinas 



9 
 

Abstract 

 

RODRIGUES, Rodrigo da Silva. Evaluation of the NTPDase and 

acetylcholinesterase activities in lymphocytes of Down syndrome subjects: 

relation with inflammatory parameters. 2013. Dissertação (Mestrado) – Programa 

de Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de 

Pelotas, Pelotas. 

 

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 and autoimmune disorders. ATP, adenosine, and 

acetylcholine modulate immune responses and NTPDase, adenosine deaminase 

(ADA) and acetylcholinesterase (AChE) are important enzymes that control of 

extracellular levels of these molecules at inflammatory sites. In this study we 

evaluated the activities of these enzymes, hematological parameters, as well as 

cytokine levels in samples of DS individuals and healthy subjects. The population 

consisted of 23 subjects with DS and 23 healthy subjects as a control group. Results 

showed that NTPDase activity using ADP as substrate was significantly increased in 

lymphocytes of DS patients in relation to the control group (P≤0.05); however, no 

alterations were observed on ATP hydrolysis. A significant increase was observed on 

AChE and ADA activities, respectively, in samples of DS patients when compared to 

healthy subjects (P≤0.05). In DS subjects an increase in the levels of pro-

inflammatory cytokines such as of IL-1, IL-6, TNF-α and IFN-γ, respectively, and a 

decrease of IL-10 levels, a anti-inflammatory cytokine, were also observed 

(P≤0.0001). These findings suggest that alterations in NTPDase, ADA and AChE 

activities as well changes the cytokines levels may contribute to immunological 

alterations observed in this genetic disorder. 

 

Key words: Down syndrome, lymphocytes, NTPDase, adenosine deaminase, 

acetylcholinesterase, citokines 
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1. Introdução 

 

A síndrome de Down (SD) também conhecida como Trissomia do 21 é uma 

doença genética causada pela ocorrência de três cromossomos 21, na sua 

totalidade ou de uma porção fundamental dele (MOREIRA et al., 2000; SILVA & 

DESSEN, 2002). Esta síndrome constitui uma das causas mais frequentes de 

deficiência mental e tem incidência diretamente proporcional à idade materna. O 

diagnóstico pode ser realizado clinicamente no período neonatal e confirmado por 

exames genéticos (BITTLES et al., 2006; IRVING et al., 2008, SILVA & DESSEN, 

2002).  

A morbidade por doenças infecciosas é elevada em portadores de SD. A 

frequência de infecções e doenças autoimunes nesses pacientes tem sido associada 

a várias alterações tanto na resposta imune celular quanto humoral (RIBEIRO et al., 

2003). Diversos autores relatam desordens funcionais e morfológicas no timo 

(HINGH et al., 2005), alterações na produção de citocinas pró-inflamatórias como 

interferon gama (IFNγ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (TROTTA et al., 

2011), bem como uma redução no número de linfócitos B e T circulantes (HINGH et 

al., 2005; JOSHI et al., 2011). 

Muitos mediadores são capazes de controlar as ações dos linfócitos, dentre 

estes pode-se destacar a acetilcolina e os nucleotídeos e nucleosídeos da adenina, 

como o trifosfato de adenosina (ATP) extracelular e a adenosina. A acetilcolina 

sintetizada e liberada dos linfócitos é considerada um agente imunomodulador, o 

qual regula muitas das funções imunes (RINNER et al., 1998; KAWASHIMA & FUJI, 

2000; 2003). Além disso, o ATP é uma molécula que possui funções pró-

inflamatórias como a estimulação e a proliferação de linfócitos, sendo essencial para 

a liberação de citocinas como a interleucina 2 (IL-2) e o IFN-γ (LANGSTON et al., 

2003; BOURS et al., 2006). Por outro lado, a adenosina tem potentes atividades
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anti-inflamatórias e imunossupressoras por inibir a proliferação de células T através 

da ativação de receptores A2A e a liberação de citocinas pró-inflamatórias (GESSI et 

al., 2007). 

A sinalização induzida pela acetilcolina, ATP e adenosina nas respostas 

imunes e inflamatórias correlaciona-se diretamente à atividade das enzimas 

acetilcolinesterase (AChE), NTPDase1, e adenosina deaminase (ADA), 

respectivamente. A AChE é uma importante enzima regulatória que rapidamente 

hidrolisa a acetilcolina em acetato e colina (SOREQ & SEIDMAN, 2001). A AChE 

esta presente tanto em linfócitos T quanto B (TAYEBATI et al., 2002) e tem sido 

demonstrado que uma inibição ou ausência da desta enzima pode alterar o processo 

de formação dos linfócitos (CHANDRA & MADHAVANKUTTY, 1975), destacando 

assim o papel relevante que esta enzima possui no sistema imune. A NTPDase1 é 

uma ectoenzima capaz de hidrolisar nucleosídeos tri- e difosfatados, como o ATP e 

o ADP, até seu respectivo nucleosídeo monofosfatado AMP (ZIMMERMANN, 2001). 

Esta enzima foi caracterizada em linfócitos (LEAL et al., 2005) e tem sido postulado 

que a NTPDase1 controla muitas funções destas células incluindo reconhecimento 

de antígenos e ativação das células T citotóxicas. 

A ADA é uma enzima envolvida na desaminação da adenosina e da 

desoxiadenosina nucleosídeo, formando inosina e desoxiinosina, respectivamente 

(PHILLIS, 1991). A ADA está amplamente distribuída nos tecidos e está presente no 

desenvolvimento do sistema imune. Em particular, a ADA tem um papel importante 

na proliferação e diferenciação das células linfóides e desempenha um papel 

importante em vários estágios da maturação dos linfócitos. A ADA, juntamente com 

os transportadores de nucleosídeos, é a principal reguladora da concentração de 

adenosina sérica, e está envolvida no desenvolvimento das respostas inflamatórias 

e na produção de citocinas (ANDERSON et al. 1996; ZIDEK, 1999). Duas isoformas 

principais da ADA foram isoladas e caracterizadas. A ADA1 existe em todos os 

tecidos e representa a principal atividade da ADA na maioria dos tecidos. A ADA2, 

por outro lado, é o principal isoenzima provenientes de monócitos e macrófagos 

(GAKIS, 1996). 

Nos últimos anos, o papel destas enzimas tem sido avaliado em várias 

doenças como o câncer (ARAÚJO et al., 2005), o diabetes (LUNKES et al., 2003), o 

infarto agudo do miocárdio (BAGATINI et al., 2008), síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005), artrite reumatóide (GOODARZI et al., 2010), 
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tuberculose (GOODARZI et al., 2010) e esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 

2010), demonstrando que elas podem ser importantes alvos terapêuticos em muitas 

destas situações patológicas. No entanto, o papel das ectonucleotidases bem como 

da AChE em desordens genéticas como a SD ainda permanece a ser elucidado.  

Sendo assim, devido aos mecanismos ainda pouco compreendidos em 

relação à imunodeficiência na SD, este trabalho teve como objetivo avaliar o papel 

de importantes enzimas regulatórias envolvidas na resposta imune em linfócitos e 

em soro, bem como os níveis de citocinas pró- e anti-inflamatórias destes pacientes 

com a finalidade de contribuir para a busca de novas terapias que possam beneficiar 

pessoas portadoras da Trissomia do 21. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade das ectonucleotidases e acetilcolinesterase, bem como os 

parâmetros hematológicos e inflamatórios em amostras de portadores de Síndrome 

de Down. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar os parâmetros hematológicos tais como leucograma, eritrograma e 

plaquetograma de portadores de Síndrome de Down e de indivíduos controle. 

 

- Determinar a atividade das enzimas NTPDase1 e acetilcolinesterase em 

linfócitos de portadores de Síndrome de Down e de indivíduos controle. 

 

- Analisar a atividade da adenosina deaminase em soro de portadores de 

Síndrome de Down e de indivíduos controle. 

 

- Investigar os níveis séricos das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-10 de 

portadores de Síndrome de Down e de indivíduos controle. 
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3. Revisão de Literatura 

 

3.1 Síndrome de Down 

 

A síndrome de Down (SD) foi originalmente descrita pelo médico pediatra 

John Langdon Down em 1866 (JORDE et al., 2000). No entanto, somente em 1959, 

com o auxílio da citogenética, a equipe do Dr. Jerome Lejèune, desvendou a 

presença de um cromossomo 21 extra (BORGES & ROBINSON, 2001). 

O excesso de material genético proveniente do cromossomo 21 pode ocorrer 

de três formas distintas: forma livre, em que há a presença de um cromossomo 21 

extra (Figura 1); translocação cromossômica, mais especificamente a Translocação 

Robertsoniana (TR) (Figura 2), na qual há a inserção de um dos braços do 

cromossomo 21 em outro cromossomo, mais comumente nos 13, 14, 15, 22 ou no 

próprio 21 e de mosaico, onde parte de células do indivíduo exibem cariótipos 

normais, enquanto as demais apresentam a trissomia do cromossomo 21 

(GRIFFITHS, 2001; JONES, 1997; YANG et al., 2002). 

 

 

 

Figura 1. Cariótipo de um portador de Síndrome de Down (47,XX,+21), caracterizado 

pela presença de um cromossomo 21 extra (Adaptado de THOMPSON, 1993).  
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A trissomia livre do cromossomo 21 resulta, aparentemente, da não 

disjunção primária que ocorre na divisão reducional da meiose para a formação do 

gameta materno, os cromossomos pareados não se separam normalmente para os 

polos no final da anáfase da meiose I ou da meiose II e, como resultado, um ovócito 

recebe dois cromossomos 21 (SNUSTAD, 2001). 

 

 

Figura 2. Translocação do tipo Robertsoniana, mostrando o 

cromossomo completo. (Adaptado de JONES, 1998) 

 

A importância clínica da TR é que ela leva as alterações responsáveis pela 

maior parte dos casos de recorrência familiar da SD (NUSSBAUM, 2002). A TR que 

foi chamada por White em 1945 de translocação por fusão cêntrica, constitui um tipo 

especial de translocação recíproca que ocorre entre autossomos acrocêntricos, e 

podem iniciar-se pela fratura dos cromossomos em regiões muito próximas ao 

centrômero, sendo que em um dos cromossomos a quebra ocorre no braço superior, 

enquanto no outro ela se dá no braço inferior. Em consequência disso, os 

segmentos trocados entre eles constituem braços cromossômicos praticamente 

completos (JONES, 1998).  

Na maioria dos casos, as mães desses indivíduos são clinicamente normais, 

porém têm apenas 45 unidades cromossômicas, uma das quais é formada pelo 

cromossomo que tem a translocação e outra por um cromossomo 21 livre. Assim, 

seu conjunto de genes é praticamente normal, apesar de terem uma unidade cro-

mossômica a menos. Em vários casos o pai, e não a mãe é o portador da 

translocação (GRIFFITHS, 2001). Alguns pacientes desse tipo tem, entretanto, mãe 

e pai com cariótipo normal, o que leva a admitir que a translocação ocorreu durante 
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a gametogênese de um dos pais, ou que um deles era um mosaico com a 

translocação presente nas células das gônadas (GRIFFITHS, 2001). 

Mães que já geraram uma criança com SD e que são portadoras da 

translocação apresentam um risco de 12% de gerar outra criança com SD e, quando 

é o pai, um risco de 3%. A razão deste fato ainda não está esclarecida. Sempre que 

uma criança apresentar SD devido à presença da translocação é indicada a 

realização do cariótipo dos pais. Em cerca de 3/4 dos portadores da SD, a 

translocação não está presente num dos genitores, sendo decorrente de um erro 

durante a gametogênese de um dos progenitores, originando um óvulo ou um 

espermatozóide apresentando uma translocação, podendo, assim, dar origem ao 

modelo mosaico com células normais e células com 45 cromossomos. Nos casos 

envolvendo a translocação, o risco de recorrência para nascimento de outros filhos 

afetados é de 2 a 3%. Os portadores de SD devido a translocações são 

indistinguíveis fenotipicamente daqueles com trissomia livre e, também, não há 

relação entre a translocação cromossômica e a idade materna (GRIFFITHS, 2001). 

A incidência de SD na população geral é de aproximadamente 1 para 600 a  

1.000 nascimentos, mas a ocorrência de SD pode variar conforme a idade materna e 

paterna: mães com 20 anos de idade o risco é de 0,07%, passando para 0,3% aos 

35, 1% aos 40 é quase 3% após os 45 anos (YANG et al., 2002), pais com idade 

igual ou superior a 55 anos é de 5% (NAKADONARI & SOARES, 2006). No Brasil, 

estima-se que existam mais de 300.000 pessoas portadoras de SD, demonstrando 

assim, a importância e a magnitude epidemiológica que esta aneuploidia apresenta 

(PRADO et al., 2009). 

A ocorrência de SD independente da idade pode estar relacionada, entre 

outros fatores, à mutação de genes que atuam no processo de disjunção meiótica. 

JAMES et al. (1999) referem que o metabolismo do folato em mães de crianças com 

SD é anormal e sugerem que uma mutação no gene da 5,10-metilenotetrahidrofolato 

redutase (MTHFR) associado a altos níveis de homocisteína e baixos níveis de 

folato no plasma podem aumentar o risco de ter um filho com SD, a MTHFR regula 

as reações celulares de metilação, podendo levar à hipometilação e, em 

conseqüência, a erros na segregação cromossômica. DA SILVA et al. (2002) 

investigou os genótipos dos polimorfismos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e CBS 

em 150 mães de crianças com SD e controles, e consideraram a mutação C677T do 

gene MTHFR como um fator de risco para ocorrência do distúrbio. SHONN et al. 
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(2000) também destacam como importante fator de risco a ocorrência da mutação 

do gene MAD2, essencial à associação das cromátides aos microtúbulos do fuso 

mitótico. 

O diagnóstico da SD pode ser realizado até mesmo antes do nascimento 

através de exames pré-natais. As principais indicações para o diagnóstico pré-natal 

são: idade materna, história familiar; um dos pais portador de translocação 

cromossômica envolvendo o cromossomo 21; malformações fetais diagnosticadas 

pelo ultra-som e testes de triagem pré-natal alterados. Os métodos de diagnósticos 

utilizados incluem: coleta de vilosidades coriônicas, amniocentese, cordoncetese e, 

atualmente, com os avanços da biologia molecular pode-se utilizar novas técnicas 

de diagnóstico tais como Reação em Cadeia da Polimerase e técnica de FISH a 

partir de células fetais presente no sangue materno (STANGHELLINI R.B. & 

CAPONE, 2006). O diagnóstico pós-natal, com base em uma série de sinais e 

sintomas, pode ser confirmado, posteriormente, pelo estudo cromossômico 

(BITTLES et al., 2006; IRVING et al., 2008: SILVA & DESSEN, 2002). 

Os portadores de SD possuem características dismórficas, produzindo um 

fenótipo distinto e característico, tais como a hipotonia observada em recém-

nascidos, baixa estatura e braquicefalia com um occipúcio achatado. O pescoço é 

curto, apresentando pele redundante na nuca. A ponte nasal é plana, as orelhas são 

de implantação baixa e possuem uma aparência dobrada típica, os olhos exibem 

manchas de Brushfield ao redor da margem da íris. A boca permanece aberta, 

muitas vezes o paciente mostra a língua sulcada e saliente. As mãos são curtas e 

largas, frequentemente com uma única prega palmar transversa (“prega simiesca”) e 

os quintos dedos defletidos, ou clinodictilia. Os pés mostram um amplo espaço entre 

o primeiro e segundo dedos com um sulco estendendo-se próximo à face plantar 

(Figura 3) (THOMPSON et al., 1993; LIMA, 1996). 
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Figura 3. Características fenotípicas dos portadores de Síndrome de 

Down (Fonte: HOLM et al., 1993). 

 

Juntamente com as alterações fenotípicas, várias patologias têm sido 

associadas com a SD. Em torno de 50% das crianças são acometidas por 

cardiopatias congênitas, sendo que a comunicação interventricular, defeito no septo 

atrioventricular, permanência do canal arterial e tetralogia de Fallot estão entre as 

alterações mais frequentes (ROIZEN, 2002). Dentre outras condições encontradas 

destacam-se os problemas auditivos, convulsões, problemas neurológicos, 

obesidade, envelhecimento precoce e diabetes mellitus que ocorre em apenas 1% 

deste grupo. Dentre as doenças autoimunes são comuns o hipotireoidismo, a artrite 

reumatóide e a doença celíaca (COOLEY & GRAHAM, 1991; ZACHOR et al., 2000; 

ROIZEN, 2002; DA ROSA et al., 2008). 

Além dessas alterações, portadores da SD apresentam distúrbios 

psiquiátricos em até 25% dos casos sendo a demência de Alzheimer a mais 

prevalente, surgindo precocemente por volta dos 40 anos de idade. Além disso, tem 

sido descrito uma frequência aumentada de leucemia linfoblástica aguda que atinge 

1 a cada 300 indivíduos (WISEMAN et al., 2009) e doenças infecciosas 

(MCGROTHER & MARSHALL, 1990; RIBEIRO et al., 2003). Dentre as infecções 

mais prevalentes destacam-se as infecções respiratórias como as mais 
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significativas, sendo a principal causa de admissão hospitalar e mortalidade entre os 

portadores (DOULL, 2001; MCGROTHER & MARSHALL, 1990).  

O aumento da suscetibilidade às infecções vem sendo estudado há mais de 

30 anos, e os estudos indicam que a SD é a síndrome genética com maior 

reconhecimento referente a alterações imunológicas (CRUZ et al., 2009). De fato, 

muitas diferenças entre o sistema imune de portadores da SD e indivíduos não-

Down foram encontradas ao longo dos anos, e várias hipóteses foram formuladas, 

porém muitas alterações imunológicas ainda não foram completamente elucidadas 

(GOLDACRE et al.,  2004). 

 

3.2 Alterações imunológicas relacionadas com a Síndrome de Down 

 

Como descrito anteriormente, a SD está associada a uma variedade de 

condições patológicas, incluindo a imunodeficiência, a qual tem contribuído de 

maneira significativa para a morbidade e mortalidade destes indivíduos. De fato, 

muitas alterações no sistema imune de portadores da trissomia do 21 já foram 

descritas na literatura como pode-se observar na tabela abaixo:  
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Tabela 1. Achados relevantes encontrados em estudos realizados nas 
últimas décadas referente às alterações do sistema imune dos portadores 

de SD. (Adaptado de KUSTERS et al. 2011) 
 

    Referência 

Imunogloblinas Nível   

IgG Aumentado NESPOLI, 1993 

IgM Diminuído UGAZIO, 1990 

IgA Aumentado NESPOLI, 1993 

IgG1 Aumentado BARRADAS, 2002 

IgG2 Diminuído BARRADAS, 2002 

IgG3 Aumentado BARRADAS, 2002 

IgG4 Diminuído BARRADAS, 2002 

   
Resposta a Vacinações Resposta 

 Pneumocócica Diminuído UGAZIO, 1990 

Tétano Diminuído PHILIP, 1986 

Pertussis Diminuído LIVOLTE, 1996 

Hepatite B Diminuído GARCIA, 1990 

Hepatite A Normal FERREIRA, 2004 

Influenza Diminuído PHILIP, 1986 

Polio (Oral) Diminuído MCKAY, 1978 

   Subpopulação de Linfócitos Nível 
 

NK - CD3/CD16/CD56 Diminuído HINGH, 2005 

Linfócitos B -CD19 Diminuído HINGH, 2005 

Linfócitos T - CD3 Diminuído HINGH, 2005 

Linfócitos T helper - CD4/CD3 Diminuído HINGH, 2005 

Linf. T citotóxicos - CD8/CD3 Diminuído HINGH, 2005 

Razão Th1/Th2 Aumentado FRANCIOTTA, 2006 

Razão CD4/CD8 Aumentado CUADRADO, 1996 

 

Vários estudos têm demonstrado uma série de alterações anatômicas e 

funcionais do timo. O timo é o órgão essencial para a maturação de linfócitos T, e o 

seu tamanho e a sua capacidade de maturação é menor em indivíduos com 

trissomia do 21 (KUSTERS et al., 2011). Em consequência disso, ocorre uma 

diminuição da porcentagem de linfócitos T que ostentam os receptores de células T 

(TRC - α/β) afetando a resposta imune adaptativa desses indivíduos (MURPHY et 

al., 1990; HABERMEHL et al., 2003; JOSHI et al., 2011). Os TRC’s são essenciais 

para a ligação com o complexo de histocompatibilidade (MHC) e está diminuído em 

crianças com SD (KUSTERS et al., 2011). Bloemers et al. (2011), em seu estudo, 

encontraram valores duas vezes menores para a atividade de TRC’s em pacientes 
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SD em relação ao controle, tanto para linfócitos T-CD4 quanto para linfócitos T-CD8 

e uma diminuição do número de TRC’s apenas em linfócito T-CD8 (MURPHY et 

al.,1990). 

Além disso, outros estudos também demonstram um aumento no número de 

linfócitos T-CD8 e uma diminuição no número de linfócitos B (TROTTA et al., 2011). 

Essa diminuição no número de linfócitos B já é observada em recém-nascidos e não 

é revertida com o avanço da idade (CETINER et al., 2010). 

Outra forma indireta de observar a função dos linfócitos B e T dos portadores 

da SD é em relação às respostas de vacinação. A resposta de anticorpos 

específicos para antígenos de proteínas dependentes de células T requer o 

funcionamento concomitante entre os linfócitos T e B, e a atividade individual dos 

linfócitos B, ao passo que a resposta imune aos antígenos polissacarídeos células T-

dependentes é determinada pela função individual dos linfócitos B (WEISKOPF et al, 

2009). Nos portadores de SD, as respostas de anticorpos específicos de células T-

dependente e células T-independente às vacinas são quantitativamente inferiores e 

diminuem mais rapidamente a sua afinidade em relação a indivíduos sadios, 

sugerindo assim uma alteração na comunicação entre os linfócitos T e B na SD 

(KUSTERS et al., 2011; COSTA-CARVALHO, et al., 2006; JOSHI et al., 2011). 

Sabe-se que embora os níveis séricos de imunoglobulinas permanecem 

estáveis durante o envelhecimento das pessoas com Down, os anticorpos gerados 

na velhice são de baixa afinidade devido a uma diminuição da expansão clonal dos 

linfócitos B (KUSTERS et al., 2011). Também tem sido relatado uma diminuição do 

número de linfócios T helper do tipo 2 (Th-2), essenciais para a resposta imune 

humoral em portadores da trissomia do cromossomo 21 (ROAT et al.,  2008). 

As células do sistema imune são capazes de liberar uma série de 

mediadores inflamatórios. Esses mediadores são responsáveis, muitas vezes, pelo 

aumento da expressão de moléculas de adesão que levam ao recrutamento de mais 

células do sistema imune, e também podem amplificar a liberação de mais 

moléculas infamatórias (TROTTA et al., 2011). Linfócitos T helper do tipo1 (Th1) 

produzem citocinas tais como IFN-γ, IL-2 e o TNF-α que estimulam respostas de 

linfócitos T citotóxicos bem como imunoglobulinas do tipo IgG1 e IgG3, enquanto que 

os linfócitos Th2 produzem as citocinas, tais como: IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que 

estimulam respostas de anticorpos pelos linfócitos B. Os Th2 também induzem a 

produção de IgG2 e IgG4. Nesse contexto, adultos com SD têm percentagens 
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significativamente mais elevados de IFN-γ e uma maior relação Th1/Th2. Isso reflete 

no aumento dos níveis de IgG1 e IgG3 e diminuição dos níveis de IgG2 e IgG4 na SD 

(FRANCIOTTA et al., 2006).  Mehta et al. (1993) em seu estudo com um grupo  de 

indivíduos mais velhos com SD, com uma idade média de 55 anos, demonstrou 

níveis elevados de anticorpos da classe IgG1 e os níveis diminuídos da subclasses 

de IgG2 em comparação com indivíduos com mesma idade. 

Reforçando estes achados, Trotta et al. (2011) demonstraram que os níveis 

de IFN-γ, TNF-α, e IL-10 estão mais elevados em pacientes com SD do que em 

indíviduos saudáveis. Esses resultados reforçam os indícios de imunossenescência 

de portadores de SD, com desequilíbrio na produção de citocinas, aparentemente 

sem evidência de estímulo antigênico e com predomínio da resposta imune inata 

(LICASTRO et al., 2005). 

Baseado no que foi exposto acima, pode-se perceber que várias alterações 

imunológicas já foram descritas para essa desordem genética, incluindo alterações 

tanto em linfócitos T quanto B. A busca por terapias que possam interferir nessas 

disfunções imunes esbarra na necessidade de um melhor conhecimento sobre os 

aspectos celulares e moleculares envolvidos nessas alterações. As enzimas 

NTPDases, adenosina desaminase (ADA) e acetilcolinesterase (AChE) atualmente 

estão bem descritas na literatura, entretanto, o papel dessas enzimas na trissomia 

do 21 ainda foi pouco investigado. Sendo assim, o estudo destas enzimas na SD 

poderá apontar novas formas de intervenção terapêutica que possam restaurar a 

função imunológica em portadores dessa desordem genética.  

 

3.3 Sistema Purinérgico 

 

A sinalização purinérgica representa atualmente um importante alvo de 

estudos devido ao seu papel em modular uma variedade de processos biológicos 

incluindo respostas imunes e inflamatórias (ROBSON et al., 2006; DI VIRGILIO, 

2007). 

O sistema purinérgico envolve quatro componentes principais: os 

nucleotídeos e nucleosídeos de adenina, os transportadores de nucleosídeos, os 

receptores através dos quais estes nucleotídeos\nucleosídeos exercem seus efeitos, 

e as ectoenzimas responsáveis pelo controle dos níveis extracelulares destas 

moléculas (YEGUTKIN et al., 2008). 
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3.3.1 Nucleotídeos e nucleosídeos de adenina 

 

Os nucleotídeos e os nucleosídeos de adenina (ATP, ADP, adenosina) 

participam de diversos efeitos biológicos (BURNSTOCK, 2007). Durante muito 

tempo foi atribuido aos nucleotídeos e nucleosídeos ações estritamente 

intracelulares. Porém, atualmente já está bem estabelecido o conceito de que estas 

moléculas atuam como mensageiros extracelulares, principalmente o ATP e a 

adenosina. Os nucleotídeos são liberados por vários mecanismos fisiologicamente 

relevantes, que incluem a exocitose, a difusão através dos canais transmembranas e 

via transportadores (YEGUTKIN, 2008). Além disso, essas moléculas são liberadas 

a partir da lise celular, sendo indicadores de dano celular (Figura 4) (BURNSTOCK, 

2007). 

 

 

Figura 4. Demonstração das vias de liberação dos nucleotídeos 

(adaptado de YEGUTKIN, 2008). 

 

O ATP e a adenosina estão envolvidos na regulação de respostas imunes e 

inflamatórias. Os linfócitos T liberam ATP durante as fases iniciais de ativação 

através dos canais Panexina 1 (panx1) (SCHENK et al., 2008). Em outros tipos de 

células, tais como neutrófilos e monócitos/macrófagos, o ATP é liberado em 

resposta ao aumento da concentração de cálcio intracelular (LOCOVEI et al., 2006; 
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KRONLAGE et al., 2010). Esse nucleotídeo pode atuar como uma molécula pró-

inflamatória, não só pela estimulação de respostas imunes inatas, mas também 

favorecendo a ativação de células T (WOEHRLE et al., 2010). O ATP liberado por 

linfócitos T ativados atua principalmente na estimulação dos receptores P2X e está 

envolvido na secreção das citocinas INF-γ e IL-2 levando a proliferação de linfócitos 

(LANGSTON et al., 2003), induzindo migração e diferenciação nas células 

dendríticas (LA SALA et al., 2003), e ainda nos macrófagos estimulando a produção 

de IL-1 (ELSSNER et al., 2004) e TNF-α (GUERRA et al., 2003).  

 Em vários modelos animais de doenças inflamatórias e doenças 

autoimunes, o ATP demonstrou promover a inflamação através de inúmeros 

mecanismos como: ativação das células do sistema imune inato a partir do estímulo 

do receptor P2X7, com consequente liberação das citocinas IL-1β e IL-18 (DI 

VIRGILIO, 2007), estimulação das funções efetoras das células T (WOEHRLE et al., 

2010) e depleção seletiva do subconjunto de células T regulatórias (ASWAD et al., 

2005). No entanto, o ATP induz alterações na membrana celular alterando a sua 

permeabilidade, desempenhando desta forma uma atividade citotóxica (WEN et al., 

2003).  

A adenosina, por sua vez, possui ações anti-inflamatórias regulando a 

função de linfócitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e diretamente 

alterando a produção de citocinas (BOURS et al., 2006; HASKO et al., 2008).  

Estudos envolvendo camundongos demonstraram que a ativação dos receptores de 

adenosina, especificamente os receptores A2A, em linfócitos T-CD4 leva a uma 

diminuição das citocinas IL-2, IFN-γ e IL-4 (LAPPAS et al., 2005). Na maioria dos 

estudos, o foco das investigações está sobre os linfócitos T e pouca informação 

envolve os linfócitos B. Sendo assim, encontrar uma ligação entre os receptores de 

adenosina e alterações na função de células B poderia aumentar o conhecimento 

dos mecanismos que envolvem a adenosina na resposta imune humoral (SCHUETZ 

et al., 2011; GREBOWSKA et al., 2010). 

 

3.3.2 Receptores purinérgicos 

 

A sinalização induzida pelo ATP e adenosina extracelular é mediada através 

de receptores purinérgicos localizados na superfície de vários tipos de células 

(Figura 5) (YEGUTKIN, 2008). Os receptores purinérgicos se dividem em dois 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1038/sj.bjp.0705523/full#b38
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1038/sj.bjp.0705523/full#b38
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grupos: P2X e P2Y. A família de receptores P2X é composta por sete membros 

denominados de P2X1-P2X7. Estes receptores estão ligados a canais iônicos 

seletivos para cátions monovalentes e bivalentes. A porção amino e carboxi 

terminais dos subtipos P2X são ambas citoplasmáticas (NORTH & SURPRENANT, 

2000). Os receptores P2Y são subdivididos em oito subtipos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, 

P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, e P2Y14 e são receptores acoplados a proteína G 

apresentando sete regiões transmembrana com a porção aminoterminal voltada 

para o meio extracelular e a porção carboxiterminal voltada para o meio 

citoplasmático (LEE et al., 2003). 

Já os receptores para adenosina incluem quatro tipos: A1, A2A, A2B e A3 os 

quais também são proteínas transmembranas acoplados a proteína G. 

(ELTZSCHIG, 2009). Os receptores A2A são expressos nas células do sistema 

imune, principalmente em neutrófilos e linfócitos (WALLACE et al., 2010). Estudos 

farmacológicos demonstraram a função destes receptores no sistema imune, além 

de desempenharem um papel fundamental em ações anti-inflamatórias 

(CRONSTEIN et al., 1990, OHTA et al., 2001).  

 

 

 

Figura 5. Tipos de receptores purinérgicos e seus ligantes (adaptado de 

YEGUTKIN, 2008). 
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3.3.3 Enzimas que degradam nucleotídeos e nucleosídeos de adenina 

 

A sinalização induzida pelos nucleotídeos e nucleosídeos no meio 

extracelular pode ser diretamente relacionada com a ação das ectoenzimas, as 

quais são capazes de controlar a disponibilidade dos agonistas de receptores 

purinérgicos, como o ATP e a adenosina (ROBSON et al., 2006).  

Nesse grupo de enzimas, que também são conhecidas como 

ectonucleotidases, estão incluídas: as E-NTPDases, a ecto-5’-nucleotidase (CD73) e 

a ADA (ROBSON et al., 2006; ZIMMERMANN, 2001). Essas enzimas atuam em 

conjunto formando uma cascata enzimática que tem início com a ação da NTPDase, 

a qual hidrolisa ATP e ADP até AMP. Posteriormente, a enzima CD73 hidrolisa o 

AMP formando a adenosina, a qual é degradada a inosina pela ação da ADA (Figura 

6). As ectonucleotidases tem como função a degradação de nucleotídeos e a 

formação dos respectivos nucleosídeos, controlando assim o tempo que os mesmos 

permanecem no meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001).  

 

 

 

Figura 6. Enzimas envolvidas na degradação extracelular de 

nucleotídeos e nucleosídeos de adenina (Adaptado de ZHANG, 2010). 
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3.3.3.1 NTPDases 

 

As NTPDases são uma família de enzimas responsáveis pela hidrólise de 

nucleotídeos di- e trifosfatados. Nos mamíferos foram clonados e caracterizados 

funcionalmente oito membros desta família de enzimas que diferem quanto à 

especificidade por substratos, distribuição tecidual e localização celular. Quatro 

dessas NTPDases estão localizadas na membrana plasmática com o seu sítio 

catalítico voltado para o meio extracelular (NTPDase1, 2, 3 e 8) enquanto que os 

outros quatro membros possuem localização intracelular (NTPDase 4, 5, 6 e 7) 

(ROBSON et al., 2006). Essas enzimas possuem um alto grau de similaridade na 

sua sequência de aminoácidos particularmente em cinco regiões conhecidas como 

“regiões conservadas da apirase” as quais são de extrema importância para a 

função catalítica (HANDA & GUIDOTTI, 1996).  

A NTPDase1 foi a primeira enzima a ser descrita da família. Essa NTPDase1 

é uma ectoenzima ancorada a superfície celular através de dois domínios 

transmembranas próximos ao grupamento amino e carboxi terminal com seu sítio 

catalítico voltado para o meio extracelular, sendo capaz de hidrolisar tanto o ATP 

quanto o ADP, formando AMP na presença de íons Ca2+ e Mg2+ (ZIMMERMANN, 

2001). 

A NTPDase1 já foi caracterizada em vários tipos celulares incluindo  

monócitos, neutrófilos, células dendríticas e linfócitos B, bem como em alguns 

subconjuntos de células T e NK (DWYER et al., 2007; DEAGLIO et al., 2011; LEAL 

et al., 2005). Tem sido sugerido que a NTPDase1 possui um papel fundamental no 

controle nas funções dos linfócitos (FILIPPINI et al., 1990), incluindo o 

reconhecimento de antígenos e/ou ativação de atividades efetoras das células T 

citotóxicas. Além disso, a NTPDase1 pode também afetar a modulação celular 

através do controle dos níveis de ATP extracelulares (DWYER et al., 2007).  

Sendo assim, devido à sua atividade e distribuição, a NTPDase1 tem um 

papel crucial na modulação e no efeito do ATP na inflamação. Sendo assim, nos 

últimos anos a atividade dessa enzima tem sido estudada em muitas condições 

patológicas (ARAÚJO et al., 2005; LUNKES et al., 2003; BAGATINI et al., 2008). De 

grande importância é o fato que a atividade dessa enzima encontra-se alterada em 

doenças inflamatórias e autoimunes (LEAL et al., 2005, SPANEVELLO et al., 2010), 

sugerindo assim que ela pode ser um importante alvo terapêutico em doenças as 
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quais a resposta imunológica está alterada. Cabe ressaltar que o papel dessa 

enzima ainda não foi investigado na SD, uma desordem genética caracterizada por 

imunodeficiência. 

 

3.3.3.2 Adenosina deaminase  

 

A adenosina desaminase (ADA) é uma enzima responsável pela 

desaminação de adenosina e desoxiadenosina nucleosídeos, formando inosina e 

desoxiinosina, respectivamente (PHILLIS, 1991). Duas isoformas da ADA já foram 

isoladas e diferem em relação ao peso molecular e propriedades cinéticas. A ADA1 

está presente em todos os tecidos e representa a maior atividade da ADA, a ADA2 é 

a principal isoenzima da ADA presente no soro (GAKIS, 1996; UNGERER, 1992).  

Um aumento da atividade total da ADA no soro, em processos inflamatórios, 

pode ser explicado pelo fato de que os monócitos e macrófagos regulam os níveis 

de adenosina, neste contexto há um aumentando especificamente a isoforma ADA2 

(FOZARD & HANNON, 1999). Sendo assim, as mudanças na atividade da ADA vêm 

sendo utilizadas amplamente para o acompanhamento das alternâncias das 

respostas do sistema imunológico (POURSHARIFI et al., 2009) e também como 

biomarcador de diagnóstico na triagem de doenças infecciosas (CORRAL et al., 

2004). 

Em particular, a ADA tem um papel importante na proliferação e 

diferenciação das células linfóides e desempenha um papel importante em várias 

fases de maturação de linfócitos (KHODADADI et al., 2011). Por outro lado, efeitos 

citotóxicos dos metabólitos da adenosina sobre os linfócitos de indivíduos com 

alterações no gene que codifica a ADA pode levar a imunodeficiência combinada 

severa (AIUTI et al., 2009). 

A ADA é a principal reguladora da concentração de adenosina no plasma 

que está envolvida no desenvolvimento da resposta inflamatória e da produção de 

citocinas (ZIDEK, 1999). Estudos anteriores demonstraram alterações significativas 

da atividade da ADA em pacientes com artrite reumatóide, tuberculose, HIV 

positivos, bem como em pacientes com outras deficiências imunológicas 

(GOODARZI et al., 2010; POURSHARIFI et al., 2009). Estudos realizados na década 

de 80 demonstraram que a atividade da ADA encontra-se aumentada em linfócitos e 

eritrócitos de portadores de SD (Puukka et al., 1981; 1982, 1986) sugerindo assim, 
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que esta enzima pode ter um envolvimento nas disfunções imunológicas 

encontradas nessa síndrome.  

 

3.4 Acetilcolinesterase 

 

Além das enzimas do sistema purinérgico (NTPDases e ADA), outra enzima 

que possui funções importantes relacionadas a resposta imune é a AChE. 

Atualmente, tem sido bem documentado na literatura que os linfócitos possuem um 

sistema colinérgico completo incluindo acetilcolina (ACh) a enzima colina 

acetiltransferase, receptores nicotínicos e muscarínicos bem como a enzima AChE 

(KAWASHIMA & FUJII, 2000).  

A ACh é uma molécula sintetizada a partir da colina, um produto do 

metabolismo dos lipídeos da dieta, e a acetil-CoA, um produto do metabolismo 

celular, através da ação da enzima colina aciltransferase sendo armazenada em 

vesículas onde permanece até sua liberação (SOREQ & SEIDMAN, 2001; PRADO 

et al., 2002). A função clássica da ACh é atuar como um neurotransmissor endógeno 

das sinapses e junções neuroefetoras colinérgicas tanto do sistema nervoso central 

(SNC) quanto periférico (SNP). Entretanto, estudos demonstram que a ACh pode ser 

sintetizada e liberada por linfócitos e que esta molécula possui um função crucial na 

resposta imunológica (KAWASHIMA & FUJII, 2000). 

A ACh sintetizada é liberada pelos linfócitos e atua através de receptores 

nicotínicos e muscarínicos dos próprios linfócitos (KAWASHIMA & FUJII, 2000). A 

modulação da resposta imune inata pela ACh é específica e dependente das células 

imunes. Por exemplo, a  ACh produzida pelos linfócitos tem funções específicas 

como controlar o recrutamento e aumentar a capacidade fagocítica dos neutrófilos e 

macrófagos (REARDON et al., 2013). Além disso, a  ACh induz a sinalização através 

de receptores nicotínicos e muscarínicos nos macrófagos sendo que a ativação de 

receptores nicotínicos α7 reduz a produção de TNF-α (WANG, 2003).  

A ação da ACh é finalizada pela sua hidrólise  pela AChE com liberação de 

ácido acético e colina (SOREQ & SEIDMAN, 2001). A AChE também chamada de 

colinesterase verdadeira ou específica, possui um papel regulatório clássico na 

neurotransmissão colinérgica. Ela é responsável pela hidrólise rápida da acetilcolina 

modulando a concentração deste transmissor na fenda sináptica. Entretanto, devido 

a presença de um sistema colinérgico não neuronal em linfócitos, essa enzima 
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também vem emergindo como um importante alvo terapêutico para regular 

respostas imunes e inflamatórias.  

A AChE é uma glicoproteína globular encontrada nos neurônios colinérgicos 

e em concentrações elevadas na junção neuromuscular e também em eritrócitos, 

plaquetas e linfócitos (MASSOULIÉ et al., 1993; SILVA, 1998).O sítio ativo da AChE 

é composto por uma tríade catalítica composta por resíduos de aminoácidos de 

serina-203, histidina-447 e glutamato-334.  A AChE é classificada como uma serina 

hidrolase e seu mecanismo catalítico assemelha-se ao de outras hidrolases, onde o 

grupamento hidroxila da serina torna-se altamente nucleofílico por um sistema de 

reposição de cargas que envolvem o grupamento carboxila do glutamato, o imidazol 

da histidina e a hidroxila da serina (SUSSMAN et al., 1991). 

Estudos relatam que a inibição da AChE reduz a proliferação de linfócitos, 

porém o mecanismo envolvido neste processo permanece desconhecido (NIZRI., 

2005). Além disso, o sistema colinérgico extraneural dos linfócitos possui ação direta 

sobre o controle da resposta imune inata. Gnatek et al. (2012) demonstraram em 

seus experimentos que a ACh leva a uma  diminuição dos níveis de IL1-β e TNF-α. 

Além disso, Wang et al. (2010) em estudo com cultura de células gliais tratadas com 

ACh e inibidores da AChE confirmaram a ação anti-inflamatória da ACh. Como 

consequência de seu papel fisiológico chave a atividade dessa enzima também tem 

sido estudada em várias doenças inflamatórias. No entanto o papel da AChE não 

tem sido investigado em linfócitos de  portadores de SD. 

Sendo assim, considerando o importante papel da AChE bem como o 

notável papel imunomodulador dos nucleotídeos e nucleosídeos de adenina, torna-

se relevante avaliar esses parâmetros em amostras de portadores de SD, uma vez 

que estes poderão futuramente ser úteis na clínica médica para o monitoramento 

das alterações imunológicas encontradas nessa síndrome genética. 
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Abstract 

Down Syndrome (DS) is a chromosomal alteration characterized by the 

presence of an extra copy of chromosome 21. People with DS have an increased 

susceptibility to infections and autoimmune disorders. However, the molecular 

mechanisms leading to the immune defects have not been fully elucidated.  ATP, 

adenosine, and acetylcholine contribute to fine-tuning immune responses and 

NTPDase, adenosine deaminase (ADA) and acetylcholinesterase (AChE) are 

important enzymes that control the extracellular levels of these molecules at the site 

of inflammation. In this study the activities of these enzymes were evaluated, as well 

as hematological parameters, cytokine levels such as IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ and 

IL10 in the lymphocytes and serum from DS and healthy people. The population 

consisted of 23 subjects with DS and 23 healthy subjects as a control group. Blood 

was obtained from each subject and used for lymphocyte and serum preparation. 

Results showed that NTPDase activity using ADP as substrate was significantly 

increased in the lymphocytes of DS patients in relation to the control group (P≤0.05); 

however, no alterations were observed on ATP hydrolysis and hematological 

parameters. A significant increase was on AChE activity in the lymphocytes and ADA 

activity in the serum of DS patients when compared to healthy subjects (P≤0.05). In 

DS subjects an increase in the levels of IL-1, IL-6, TNF-α and IFN-γ and a decrease 

in the IL-10 levels were also observed (P≤0.0001). These findings suggest that 

alterations in NTPDase, ADA and AChE activities as well as changes in cytokines 

levels may contribute to immunological alterations observed in DS. 

 

Key words: Down syndrome, lymphocytes, NTPDase, adenosine deaminase, 

acetylcholinesterase, cytokines, hematological parameters. 
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1. Introduction 

Down syndrome (DS), also known as trisomy 21, is a chromosomal alteration 

characterized by the presence of an extra copy of chromosome 21 [1,2]. It is the 

most common genetic disorder affecting one in 700 newborns [3]. Data from 

literature showed that subjects with DS have an increased susceptibility to infections 

and autoimmune diseases, which are the main cause of mortality and morbidity 

observed in this genetic alteration [4].   

Immune system dysfunction in DS has been associated to B lymphocyte 

decreased number, T-cell subset modifications as well as anti and pro-inflammatory 

cytokine level alterations [5-8]. However, the molecular mechanisms leading to 

immune defects and the contribution of these alterations to higher risk of infections 

have not been fully elucidated.  

 Extracellular adenine nucleotides and nucleosides such as ATP and 

adenosine have been recognized as key components of immune and inflammatory 

processes [9]. ATP, acting through specific cell surface purinergic receptors, is 

involved in pro-inflammatory actions such as lymphocyte stimulation and proliferation 

and cytokine release, including IL-2, IFN-γ, IL-1β and TNF-α [9,10]. In opposite, 

adenosine, a product of ATP hydrolysis, exhibits potent anti-inflammatory and 

immunosuppressive actions by inhibiting both proliferation of T cells and secretion of 

pro-inflammatory cytokines, such as TNF-α and IFN-γ [11,12]. 

Extracellular ATP and adenosine levels are regulated by cell surface 

ectoenzymes such as ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) 

and adenosine deaminase (ADA). NTPDase1 is involved in the breakdown of ATP 

and ADP in to AMP which is hydrolyzed by ecto-5’-nucleotidase to adenosine [13,14]. 

ADA is considered a key enzyme in purine metabolism, catalyzing the irreversible 
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deamination of adenosine to inosine, thus regulating extracellular adenosine 

availability [15]. Since NTPDase1 and ADA activities potentially modulate 

extracellular levels of pro-inflammatory ATP and anti-inflammatory adenosine, the 

role of these enzymes has been evaluated in the pathogenesis of immune and 

inflammatory diseases [16,17]. 

Acetylcholinesterase (AChE) is another enzyme involved in immune 

functions. This enzyme is expressed in both T and B lymphocytes and promotes the 

hydrolysis of the acetylcholine (ACh) to choline and acetate [18]. ACh is known to 

promote anti-inflammatory actions by suppressing the production of pro-inflammatory 

cytokines [19,20]. (In this line,) AChE emerges as a potential contributor to the 

pathways controlling inflammatory and immune responses mediated by muscarinic 

and nicotinic receptors [21]. As a consequence of its activity AChE has been studied 

in different pathological and experimental conditions [22].  

Although the importance of NTPDase1, AChE and ADA in modulating 

inflammatory and immune responses, to the best of our knowledge, there are few 

reports evaluating the activity of these enzymes in DS subjects.  Considering the 

alterations in lymphocyte functions observed in DS, this study evaluated the 

NTPDase and AChE activities in lymphocytes, as well as the levels of cytokines and 

ADA activity in the serum of DS. 
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2. Material and Methods 

 

2.1. Chemicals 

Nucleotides, Trizma base, Acetylthiocholine iodide (ASCh), 5,5′-dithio-bis-2-

nitrobenzoic acid (DTNB),  Ficcoll - Histopaque (LymphoprepTM) were purchased 

from Sigma (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments were of 

analytical grade high purity.  

 

2.2. Study population 

The sample consisted of 23 DS and 23 healthy individuals as a control group. 

The general characteristics of the individuals are shown in Table I. All subjects gave 

written informed consent to participate in this study. Written informed consents were 

obtained from parents/guardians of DS subjects. The Human Ethics Committee of 

the Health Science Center from Universidade Federal de Pelotas approved the study 

protocol. Twelve milliliters of blood were obtained from each subject and used for 

lymphocyte preparation and other biochemical determinations described as follows. 

 

2.3. Hematological determination  

A complete hemogram was performed in the blood samples collected in 

tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA anticoagulant (EDTA-K2). The 

hematological parameters were estimated by using an automatic counter Horiba ABX 

Pentra C + 60 (Horiba ® ABX), which associates the principles of electrical 

impedance, flow cytometry, and cytochemistry spectrophotometry for blood analysis. 

Hematological parameters of the DS group are shown in Table 2.  
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2.4. Isolation of lymphocytes from human blood and protein determination 

Lymphocytes were isolated from human blood collected with EDTA and 

separated on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Böyum (1968). 

Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford (1976) 

using serum albumin as standard. 

 

2.5. NTPDase enzyme assays in lymphocytes 

After lymphocyte isolation, NTPDase activity was determined as described by 

Leal (2005) in a reaction medium containing 0.5 mM CaCl2, 120 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 6 mM glucose and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0), at a final volume of 200 µL. 

Twenty microliters of intact mononuclear cells suspended in saline solution were 

added to reaction medium (2-4 µg of protein) and pre-incubated for 10 min at 37C. 

The enzyme reaction was initiated by the addition of substrate (ATP or ADP) at a 

final concentration of 2 mM and it was stopped after 70 min of incubation by adding 

200 µL of 10% trichloracetic acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was 

assayed by the method of Chan (1986) using malachite green as colorimetric reagent 

and KH2PO4 as standard. Controls were carried out by adding the enzyme 

preparation after TCA addition to correct non-enzymatic nucleotide hydrolysis. All 

samples were run in triplicate and the specific activity is reported as nmol Pi 

released/min/mg of protein. 

 

2.6. AChE enzyme assays in lymphocytes 

After lymphocyte isolation, AChE activity was determined by colorimetric 

assay as described by Ellman (1961) modified by Fitzgerald (1993). The reaction 

mixture was composed by 1 mM acetylthiocholine, 0.1 mM 5,5′-dithio-bis-2-
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nitrobenzoic acid (DTNB), 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) and 100 µL of intact 

mononuclear cells suspended in saline solution were added to the reaction. The 

proteins of all samples were adjusted to 0.1-0.2 mg/mL. The absorbance was read 

on a spectrophotometer at 412 nm before and after incubation for 30 min at 27°C. All 

samples were run in triplicate and the specific activity of lymphocyte AChE was 

calculated from the quotient between lymphocyte AChE activity and protein content 

and the results were expressed as μmol of AcSch/h/mg of protein. 

 

2.7. ADA enzyme assay in serum 

ADA activity in serum was determined according to Giusti (1971). Briefly, 50 

µL of serum reacted with 21 nmol/L of adenosine (pH 6.5) and the incubation was 

carried out at 37C for 60 min. This method is based on the direct production of 

ammonia when ADA acts in excess of the adenosine. Results were expressed in 

units per liter (U/L). One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme 

required to release 1 mmol of ammonia from adenosine per minute at standard assay 

conditions. 

 

2.8. Quantification of Cytokines 

Cytokine quantification was assessed by ELISA using commercial kits for 

human IFN-γ, TNF-α, IL-1, IL-6 and IL-10 (eBIO-SCIENCE, San Diego, USA), 

according to the manufacturer's instructions. The cytokine presence and 

concentration were determined by the intensity of the color measured by 

spectrometry in a micro ELISA reader. 
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2.9 Statistical analysis 

Data were analyzed statistically by the Student´s t-test for independent 

samples using the program Graphpad Prism 5. P≤0.05 were taken to indicate 

statistical significance.  All data were expressed as mean ± SEM. 

 

3. Results 

In the present study, a set of biomarkers of hematological changes was 

analyzed in 23 adults with DS 12 women with a mean age of 29.33 years and 11 

men with a mean age of 26 years (Table I), these  biomarkers hematological which 

comprise: number of cells (neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils and 

platelets), WBC (white blood cells), RBC (red blood cells), HCT (hematocrit), MCV 

(mean corpuscular volume) CHCM (mean corpuscular hemoglobin concentration) 

and hemoglobin. No significant differences were found in any parameter between DS 

individuals and control group (Table II). The results obtained in the present study 

showed that both NTPDase and AChE activities were altered in lymphocytes from DS 

individuals. As it can be observed in Figure 1, NTPDase activity using ADP as 

substrate was significantly increased in lymphocytes from DS individuals when 

compared to control group (P≤0.05). However, no alteration was observed in ATP 

hydrolysis (Fig. 1). In addition, a statistically significant increase was also observed in 

AChE activity from lymphocytes of DS when compared to the control group (Fig. 2). 

Alterations in ADA activity were also observed. Figure 1 shows a significant increase 

in serum ADA activity in DS subjects when compared to controls (P≤0.0001). 

Figure 2 exhibits the results obtained for cytokines levels in serum from 

controls and DS subjects. As it can be observed, IL-1, IL-6, TNF-α and IFN-γ levels 

were significantly increased in serum from DS subjects when compared to control 
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group (P≤0.003). In opposite, the IL-10 levels were decreased in adult (DS) subjects 

with DS when compared to controls (P≤0.0001). 

 

4. Discussion 

Alterations in the number and function of lymphocytes subsets have been 

correlated with the incidence of infections and autoimmune diseases in DS [7,28]. In 

line with this, we evaluated in the present study the role of NTPDase and AChE 

enzymes in lymphocytes from adult subjects with DS in order to contribute to the 

understanding of the impaired immunity observed in this genetic disorder. In addition, 

we also related these findings with hematological and inflammatory parameters.  

Attenuation of anti-inflammatory and increase of pro-inflammatory mediators 

was showed in serum from DS individuals [8]. In agreement to altered immunological 

response observed in DS, we show in this study a systemic ablation of cytokine 

levels on DS individuals, which exhibited increased INF-γ, TNF-α, IL-1 and IL-6 pro-

inflammatory cytokine levels, while the anti-inflammatory cytokine IL-10 was 

decreased. Corroborating with our results, others studies also demonstrated an 

increase of INF-γ, TNF-α and IL-6 levels in adults [29,30] and adolescents with DS 

[31]. Interestingly, Trotta and colleagues [32] showed that mononuclear cells from 

peripheral blood of adults with DS in culture released spontaneously higher levels of 

INF-γ and TNF-α when compared to controls. In opposite to our results, Guazzarotti 

et al. (2009) and Trotta et al. (2011) found increased values for IL-10. 

The cytokines IL-1 and IL-6 are considered key orchestrators of immune and 

inflammatory responses [33]. IL1 stimulates B cell proliferation and maturation and 

induces immunoglobulin production, while IL-6 secreted by T cells and macrophages 

stimulates the immune response, which ultimately leads to inflammation [34]. In 



46 
 

addition, IFN-γ is considered a pro-inflammatory cytokine because it augments TNF 

activity [34]. IL-10 is the most important anti-inflammatory cytokine of immune system 

by inhibiting the release of Th1 pro-inflammatory cytokines, such as IL-2 and IFN-γ 

[35]. In this context, the alterations in the levels of pro- and anti-inflammatory 

cytokines obtained in our study reinforce the idea that alterations of cytokine release 

may contribute to the disruption of an adaptive immune response development [32].  

It has been established that purinergic signaling contributes to regulation of 

inflammatory and immune responses in many pathological conditions [17,36]. In the 

present investigation, we demonstrated that NTPDase1 activity was altered in 

lymphocytes of DS subjects when ADP was used as substrate, while no alterations 

were observed in the ATP hydrolysis. Previous studies also have been demonstrated 

that the activities of a number of purine metabolizing enzymes are altered in 

lymphocytes and erythrocytes from DS subjects [37].  These studies suggest that 

changes in the purine metabolism may be related to the immunological dysfunction 

found in subjects with DS. 

Extracellular ATP is involved in pro-inflammatory function as stimulation and 

proliferation of lymphocyte [38]. In addition, ATP induces secretion of cytokines like 

IL-2, IFN-γ, IL-1, TNF-α from activated lymphocytes and macrophages [9,10]. 

NTPDase1 is the dominant ectonucleotidase in the immune system. It is expressed 

on surface of immune cells, including macrophages, dendritic cells, B and T 

lymphocyte subsets and it catalysis the conversion of  ATP and ADP to AMP [9,13]. 

Hydrolysis of ATP by NTPDase1 seems to play a crucial role in immune suppression 

as it removes pro-inflammatory ATP and also generates immunosuppressive 

adenosine [39]. Surprisingly, our results show that only ADP hydrolysis was 

increased in lymphocytes from DS individuals, while the ATP hydrolysis was 
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unchanged. We suggest that the differential ATP and ADP hydrolysis pattern from 

DS lymphocytes may result from the contribution of other enzymes able to 

metabolize ATP. On the other hand, NTPDase1 is involved in the breakdown of ATP 

and ADP to AMP which is sequentially hydrolyzed by 5’-nucleotidase to adenosine. 

In addition, it is well known that DS is associated to increased platelet aggregation, 

which may constitute an additional source of extracellular ADP [13]. Thus, the 

increase in the ADP hydrolysis observed in lymphocytes from DS subjects may 

contribute for adenosine production. These alterations may represent an important 

compensatory mechanism to decrease inflammation and immune response in DS. 

The levels of extracellular adenosine are controlled by ADA activity. Here we 

demonstrated a significant increase of ADA activity in blood serum of DS subjects. 

Corroborating with our results, others studies also have showed that ADA activity is 

increased in lymphocytes and erythrocytes from DS subjects [37].  ADA is widely 

distributed in human, especially in lymphoid tissues [13,20].  ADA activity is ten times 

greater in lymphocytic cells than in erythrocytes and is essential to lymphocyte 

differentiation.  ADA is known to be divided in two isoenzymes ADA1 and ADA2, 

which have different molecular weights and kinetic properties. Interestingly, 

monocytes/macrophages and serum contain ADA2 with low substrate affinity (Km for 

adenosine 2mM) [13]. Serum ADA is increased in many diseases, however the origin 

of ADA in serum and the mechanism by which serum activity is increased have not 

been fully elucidated [40]. 

Adenosine plays a crucial role in the regulation of inflammatory and immune 

responses by inhibiting lymphocyte activation and decreasing both Th1 and Th2 

cytokines secretion through A2A receptor activation [41]. It is important to note that in 

serum of DS subjects the up-regulation of ADA activity may degrades adenosine, a 
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molecule with immunosuppressive and anti-inflammatory actions and thus contribute 

to high level of the pro-inflammatory cytokines observed in this study. 

The next set of experiments we evaluated the AChE activity in lymphocytes 

from DS and control subjects. Lymphocytes also express a complete cholinergic 

system consisting of ACh release, muscarinic and nicotinic receptors, choline 

acetyltransferase and AChE enzymes [42]. T cells were found to contain about three 

times the amount of ACh when compared to B-cells, and CD4+ cells showed 

significantly high levels when compared to CD8+. In this line, also has been 

demonstrated that AChE is expressed in both T and B lymphocytes and has an 

important role in immune responses because ACh is rapidly hydrolyzed by this 

enzyme [42]. 

ACh is known to have anti-inflammatory actions and suppress the production 

of pro-inflammatory cytokines [18]. Studies have demonstrated that activation the 

nicotinic receptors in macrophages reduce significantly the liberation of pro-

inflammatory cytokines like TNF-α, IL-1β and IL-6, whereas production of anti-

inflammatory cytokines, as IL-10 is not affected [43,44]. Similarly, Nizri et al. (2006) 

also demonstrated that the inhibition of AChE activity was able to reduce the levels of 

TNF-α and IL-1β in lymphocyte culture. In this context, moderate ACh levels are 

important for controlling immune and inflammatory functions, and AChE enzyme is a 

key contributor towards sustaining these levels. In fact, it has been demonstrated that 

inhibitors of AChE reduce lymphocyte proliferation and the secretion of pro-

inflammatory cytokines and may attenuate inflammation by increasing the ACh 

concentration in the extracellular space [21].  

In this regard, we observed an increase in the AChE activity in the 

lymphocytes from DS subjects. This result suggests that the increase of AChE 



49 
 

activity leads to a decrease of Ach level and it may contribute to the pro-inflammatory 

status. Although the role of lymphocytic cholinergic system is still unclear, alteration 

in the AChE activity supports the view that this system may contribute to the 

regulation of the immune responses in DS. These findings open the doors to the 

discovery of more specific mechanism for the treatment of immunodeficiency in this 

genetic disorder.  

An important aspect to be discussed is that the increase in the lymphocytic 

enzymes observed in this study can be related to alterations in the lymphocytes 

function and it is not a consequence of immune cell counting. In fact, our results 

showed  no alterations in number of cells (neutrophils, lymphocytes, monocytes, 

eosinophils and platelets) and other hematological parameters such as  WBC (white 

blood cells), RBC (red blood cells), HCT (hematocrit), MCV (mean corpuscular 

volume) CHCM (mean corpuscular hemoglobin concentration) and hemoglobin 

between DS and control individuals.  

It is well established in the literature that children with DS have many 

hematological alterations; however, these parameters in adults with DS are poorly 

documented in the literature. Increase in the VCM [45], neutrofilia [46], leukopenia 

[47, 48], trombocitopenia [49,50] and anemia [51] have been described in a number 

of the studies in children and newborns with DS. In addition, it also has been shown 

that the number of lymphocytes is decreased in the first year of life and the counting 

of these cells becomes normal over the time [52,53]. Changes in lymphocytes 

subpopulations such as increase in T-CD8 and NK lymphocytes, and a decrease of B 

lymphocytes also have been reported [53]. These alterations in the lymphocyte 

number have been attributed to thymus dysfunction [54-56] and B and T cell 

apoptosis [57]. In our study, no differences were observed in the lymphocyte 
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absolute  number in adults, possibly these individuals possess a compensatory 

mechanism, such as an increase in IL-7 and IL-15, which has been reported as 

inductors of T cell proliferation and survival [53]. 

In conclusion, we demonstrated that NTPDase, AChE and ADA activities and 

cytokines levels were altered in DS individuals, suggesting that these alterations are 

very important in the immune dysfunction observed in this condition. The importance 

of these findings from clinical and therapeutic points of view should be investigated in 

future research and may help to devise novel strategies for the treatment of  the 

immunodeficiency characteristic from DS. 
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Legends to Figures 

 

Figure 1. NTPDase activity using ATP and ADP as substrates in lymphocytes from 

DS and control subjects. Bars represent means ± SEM. NTPDase activity is 

expressed in nmol of Pi/min/mg of protein. AChE activity in lymphocytes from DS and 

control subjects. Bars represent means ± SEM). AChE activity is expressed in mol 

of AcSch/h/mg of protein. Adenosine deaminase activity in serum from DS and 

control subjects. Bars represent means ± SEM. *Represents statistical difference 

from control group (Student´s t test, P≤0.0001, n = 23). ADA activity is expressed in 

U/L. 

 

Figure 2. Cytokine levels in serum from DS and control subjects. Cytokine 

quantification was determined by Elisa as described in material and methods. Data 

are expressed as mean ± SEM. IL-1β, IL-6, TNFα, IL-10 are expressed in pg/mL and 

IFNγ in µg/mL. *Represents statistical difference from control group (Student´s t test, 

P≤0.003, n=23). 
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Figure 2  
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Table I  Characteristics of Down Syndrome (DS) and control 

individuals applied in this study 
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Table II - General characteristics of hematological parameters in Down syndrome 

subjects and control group.  

 

Variables are presented as means ± SEM and analyzed statistically by the 

Student's t test.  RBC (red blood cells), HCT (hematocrit), MCV (mean corpuscular 

volume), CHCM (mean corpuscular hemoglobin concentration), WBC (white blood 

cells). 
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5. Conclusões 

 

Uma vez que não foram observadas alterações nos parâmetros 

hematológicos dos SD, acreditamos que o aumento da atividade enzimática 

linfocítica esteja possivelmente relacionado a alterações na função e não no número 

absoluto de linfócitos. 

Sabendo que o sistema purinérgico contribui para a regulação da resposta 

imune em inúmeras situações patológicas, as alterações do metabolismo do ADP e 

ATP por linfócitos de portadores de SD podem estar relacionadas com as variações 

imunológicas encontradas nestes indivíduos. 

O aumento da atividade da ADA no soro, possivelmente pode estar 

diminuindo os níveis de adenosina, que é uma molécula imunossupressora e com 

ações anti-inflamatórias, e por tanto, contribui para o aumento dos níveis de citocina 

pró-inflamatória como observado neste estudo. 

Também, nesse sentido, observou-se um aumento na atividade da AChE em 

linfócitos de indivíduos com SD. Este resultado sugere que o aumento da atividade 

da AChE leva a uma diminuição do nível de acetilcolina e, desta forma, pode 

contribuir para o estado de pró-inflamatório em indivíduos portadores de SD. 

As alterações nos níveis de citocinas pro-inflamatórias e anti-inflamatórias 

obtidos no nosso estudo reforçam a ideia de que as alterações de libertação de 

citocinas podem contribuir para a ruptura de um desenvolvimento da resposta 

imunitária adaptativa em portadores de SD. 

Em conclusão, demonstrou-se que a atividade das enzimas NTPDase, AChE 

e ADA, e os níveis de citocinas estão alterados em indivíduos com SD, sugerindo 

que estas alterações são muito importantes na disfunção imunológica observada 

nesta condição. A importância destes resultados a partir do ponto de vista clínico e 

terapêutico deve ser investigada em pesquisas futuras podendo assim, ajudar a 

desenvolver novas estratégias para o tratamento da imunodeficiência característica 

da SD. 
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