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RESUMO

Introducédo: sujeitos com sindrome de Down (SD) tém uma maior suscetibilidade as
infeccdes virais e bacterianas e a doencas autoimunes, que sdo as principais causas de
morbimortalidade na maioria dos casos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi

avaliar o perfil da resposta imunolodgica (inata e adaptativa) de criancas com SD.

Métodos: este foi um estudo de caso-controle. Os pacientes com SD e os controles foram
selecionados por uma amostragem de conveniéncia. O recrutamento foi realizado em um
hospital universitario e em um Centro de Integracdo de Criancas Especiais (Kinder), ambos
na cidade de Porto Alegre. Para avaliar a funcdo da resposta imune, foram realizados
purificacdo de mondcitos e de neutrofilos humanos, ensaio de quimiotaxia de neutréfilos

humanos e imunofenotipagem.

Resultados: neste estudo, foram incluidos 13 (10/13 fem.) pacientes com SD e 6 (2/6 fem.)
controles normais, com médias de idades de 8,13 e 9,83 anos respectivamente. Quando
estudamos a capacidade de migracdo dos neutrofilos, ndo foram observadas alteracdes
significativas no grupo com SD. Por outro lado, quando analisamos as varidveis associadas
a resposta imune adaptativa, observamos uma tendéncia a valores percentuais menores de
linfécitos T CD4+ e maiores de CD8+ para o grupo com SD. Quando analisamos a relagédo
CD4+/CD8+, foi observada diferenca significativa mesmo com um pequeno numero

amostral.

Conclusdo: esse estudo, em conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que 0S
pacientes com SD apresentam uma taxa CD4+/CD8+ diminuida, o que pode justificar o

quadro clinico de infecgdes recorrentes nessas criancgas.

Palavras-chave: sindrome de Down, imunidade, crianga, infeccéo respiratoria, estudo de

caso-controle.




ABSTRACT

Introduction: subjects with Down syndrome (DS) have an increased susceptibility to
bacterial and viral infections and autoimmune diseases. These conditions are a major cause
of morbidity and mortality in most cases. Thus, the objective of this study was to evaluate

the profile of the immune response (innate and adaptive) of children with DS.

Methods: this was a case-control study. Patients with DS and controls were selected by a
convenience sampling. Recruitment was conducted in a university hospital and a Center
for Integration of Children with Special Needs (Kinder), both in the city of Porto Alegre.
To evaluate the immune function was performed purification of human monocytes and
human neutrophils, chemotaxis assay of human neutrophils, proliferation assay and
immunophenotyping.

Results: this study included 13 (10/13 fem.) patients with DS and 6 (2/6 fem.) controls,
with a mean age of 8.13 and 9.83 years respectively. When we measured neutrophil
migration, there were no significant changes in the DS group. Moreover, analyzing the
variables associated with the adaptive immune response, we observed a trend of lower
percentages for CD4+ T lymphocyte and higher for CD8+ in the group with DS. When we
analyzed the CD4+/CD8+ ratio, a significant difference was observed even considering the

small sample size.

Conclusion: this study, together with the analysis of previous studies, suggests that
patients with DS show a decreased CD4+/CD8+ ratio, which may explain the clinical

picture of recurrent infections in these children.

Keywords: Down syndrome, immunity, child, respiratory infection, case-control study.
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1.1 APRESENTACAO

O trabalho para conquistar uma vaga no curso de mestrado trouxe muitas perguntas
e todas foram respondidas devido ao propoésito que trago desde longa data: o de me tornar
professor universitario e poder trabalhar em conjunto com pessoas munidas de ideias que
ajudem a melhorar a relacdo dos seres humanos com a salde. H& anos, atuo como
educador fisico e como treinador de diversas pessoas que visam a caminhar por mais
tempo nesta vida finita e cheia de surpresas. O que movimenta o corpo é a vontade de viver
e de dar a esse instrumento carnal um prolongamento de sensac¢Ges benéficas que se pode
traduzir por efeitos hormonais. Com diferentes limiares de adaptacdo, tornamos a nos
perguntar se hd melhores e piores ou se ha vencedores e vencidos. A melhor reposta vira
quando alguém que acaba uma etapa podera ser ao mesmo tempo vencedor e vencido. A
sensacao de ser vencedor é a que nos faz olhar para tras e dizer que valeu a pena ter vivido.
A sensacdo de ter sido vencido por uma forca maior que a nossa pode provocar uma
aceleracdo dos nossos prazeres como seres humanos. Neste momento, sinto que o que foi
vencido esta por se tornar o principal motivo para eu estar aqui: 0 medo do desconhecido.
O medo do desconhecido é o que nutre a relacdo entre a ciéncia e o cientista. O curso de
mestrado comecgou em marco de 2011, o que me faz trazer até este momento dois anos de
intenso convivio com a ciéncia mais desenvolvida dentro da area da satde: a medicina.
Tive uma experiéncia como aluno deste curso que me trouxe ensinamentos e ideias. Com
os professores, comecei a acreditar em uma unido de conhecimentos que promove 0s que
ndo sabem e que traz novos questionamentos aos que ja sabem. Ao mesmo tempo em que
as disciplinas eram concluidas, o entdo projeto de pesquisa aguardava uma aprovacao. Foi
em 2012, ha aproximadamente um ano, que o Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
aprovou-o. O grupo dos casos foi 0 das criancas e adolescentes com sindrome de Down,
cujo recrutamento, além de coleta de sangue e separacdo e armazenamento de células de
defesa, ocorreram entre abril e dezembro de 2012, com bastante ajuda do Centro Kinder,
de colegas do curso de pés-graduacdo (mestrado e doutorado), de alunos do grupo de
pesquisa orientado pelo Dr. Leonardo Aradjo Pinto, de funcionarios dos laboratorios 13 e
21 do IPB e da equipe de técnicas em enfermagem do ambulatdrio de pediatria do Hospital
Sdo Lucas. Apds, com pouca viabilidade para recrutar controles, utilizamos os controles de

outro estudo, o Bright (Estudo de prevaléncia de asma em uma amostra de criangas
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brasileiras e caracterizagdo de fenotipos clinicos, marcadores bioldgicos e funcionais).
Entre dezembro e fevereiro, foram feitas as analises das células imunoldgicas com a
constante ajuda da biomédica Patricia Aradjo, das coorientadoras, Dra Ana Paula de Souza
e Dra Barbara Porto, alem do meu orientador Dr. Leonardo Aradjo Pinto. Desde o inicio
deste curso de mestrado, pesquisas, leituras, estudos e dialogos em ambientes formais e
informais com as pessoas supracitadas e, principalmente, com meu orientador Dr.
Leonardo Pinto determinaram a confecgdo desta dissertacdo que me deixa sensivelmente
agradecido por esta caminhada. A dissertacdo sugere entdo que trabalhos bem delineados e
com amostras mais representativas possam vir a corroborar a ideia de que as pessoas com
sindrome de Down tenham diferencas imunolégicas significativas (1). Estamos colocando
mais uma peca importante no cenario das pesquisas com criancas e adolescentes com
sindrome de Down e que tende a vir a sustentar os achados de trabalhos cientificos a
respeito de uma maior propensdo a doencas respiratérias agudas (2). Sem contar as
diferengas anatdbmicas e morfofuncionais das vias aéreas inferiores e superiores que
acometem essa populacdo com SD (3-4). Em nosso estudo, bem como em outros, a taxa
CD4+/CD8+ indicou fator de risco para imunodeficiéncias em um percentual elevado da
amostra com sindrome de Down. Esse achado pode estar relacionado a um estado alterado
da resposta imune adaptativa de pessoas com a sindrome.
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1.2 JUSTIFICATIVA

As afeccdes respiratdrias sdo a principal causa de morbimortalidade e internacdes
hospitalares recorrentes em criangas, principalmente, lactentes com SD. Estudos prévios sugerem
que 88% dessas criangas sdo hospitalizadas por doenga respiratoria, sendo que 16% tém internacdo
recorrente e muitas necessitam de cuidados intensivos (intubacdo e ventilacdo mecénica). (1). Os
mecanismos que levam os pacientes com SD a apresentarem infeccOes respiratérias e
hospitalizagbes frequentes ainda ndo foram esclarecidos e podem ser decorrentes do sistema

imunitario deficitario.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

e Avaliar o perfil da resposta imunoldgica de criancas com sindrome de Down.

1.3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o perfil da resposta imunoldgica inata de criancas com sindrome de Down.
e Avaliar o perfil da resposta imunoldgica adaptativa de criancas com sindrome de

Down.
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RESUMO

Objetivo: apresentar uma revisdo da literatura sobre evidéncias de beneficios do

treinamento fisico para a satde de criancas e adolescentes com sindrome de Down.

Fontes de dados: artigos originais e revisdes publicados nas bases de dados PubMed,
Scopus e SciELO e outras publicagdes on-line, nos ultimos 10 anos. Foram utilizados os
seguintes termos de busca: “sindrome de Down”, “atividade fisica” e “saude”. A revisao

foi realizada por 2 pesquisadores no periodo de dezembro de 2012 a janeiro de 2013.

Resultados: em um primeiro momento, foram encontrados 421 artigos. Quando incluimos
a palavra “saude” entre os termos de busca, foram encontradas 86 publicagdes. Apds
leitura e selecdo dos artigos, foram incluidas 19 publicacGes. Estudos randomizados e
controlados tém demonstrado que o treinamento pode ser eficaz. Pacientes conseguem
realizar as atividades fisicas orientadas com elevado indice de aprendizagem. Além disso,
foi demonstrado beneficios na aquisicdo de forca e na perda de massa de gordura corporal.
Os desfechos foram medidos de 1,5 a 12 meses apds a intervencdo, e os beneficios em

longo prazo precisam ser analisados em estudos complementares.

Conclusoes: os beneficios do treinamento fisico em curto prazo para a saude de criangas
com sindrome de Down foram descritos em alguns estudos recentes e bem delineados. Por
outro lado, o impacto das diferentes intervencfes e os resultados em longo prazo ainda
necessitam ser mais estudados. A necessidade de promocao de exercicios fisicos orientados
a pessoas com sindrome de Down foi evidenciada, devido ao risco de desenvolverem

doencas relacionadas a inatividade fisica.
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ABSTRACT

Objectives: to present a literature review on health benefits of physical training in children

and adolescents with Down syndrome (DS).

Data Sources: original articles and reviews published on PubMed, Scopus and SciELO
databases and other on-line publications in the last ten years. The following search terms

have been used: "Down syndrome"”, "physical activity" and "health." The review was

conducted by two researchers from December 2012 to January 2013.

Results: at first, 421 items have been found. When the word "health" was included as a
search term, 86 publications have been found. Nineteen publications have been included
after reading and selecting articles. Randomized controlled trials have shown that physical
training can be efficacious. Patients can perform oriented physical activities with a high
rate of learning. Furthermore, other benefits as strength gain and body fat loss were
demonstrated. Outcomes were measured from 1.5 to 12 months after the intervention.

Long-term benefits need to be examined in further studies.

Conclusions: short-term health benefits in children with DS have been reported in some
recent and well-designed studies. On the other hand, the impact of different interventions
and the long-term results still need to be further studied. The need for promoting oriented
physical exercise to patients with DS has been evidenced due to the risk of developing

diseases related to physical inactivity.
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INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD) é a anomalia cromossémica mais comum entre 0s
nascidos vivos e com uma variedade de caracteristicas dismorficas e malformacdes
congénitas. A SD esta frequentemente associada com doencas cardiacas congénitas,
doencas gastrointestinais, deficiéncias imunologicas, doencas respiratorias concomitantes e

hipotonia muscular (1).

Quando comparados com a populacdo em geral, individuos com deficiéncia
intelectual apresentam taxas de morbimortalidade mais elevadas. Para a maior parte da
populacdo, os beneficios da atividade fisica regular estdo bem estudados e estabelecidos.
Entretanto, individuos com SD ndo tém sido incluidos na maior parte dos estudos
epidemiol6gicos que revelaram os beneficios da atividade fisica (2). Além disso,
iniciativas de saude publica que promovem a pratica de exercicios fisicos frequentemente

ndo estimulam a inclusdo de criancas e adolescentes com deficiéncias intelectuais (3-4).

Em um estudo onde foi medido o nivel de atividade fisica de pessoas com
deficiéncia mental com sindrome de Down e comparou com o de pessoas deficientes
mentais sem SD, a presenca da sindrome determinou menor envolvimento com atividade

fisica comparadamente ao outro grupo (5).

O objetivo do presente estudo foi apresentar uma revisdo da literatura de
caracteristicas e beneficios do treinamento fisico para a saude de criancas e adolescentes

com SD.

METODOS

Foram revisados artigos originais e revisdes publicados nas bases de dados PubMed
e outras publicacGes on-line, nos Gltimos 10 anos. Foram utilizados os seguintes termos de
busca: “sindrome de Down” e “atividade fisica”. A revisdo foi realizada por 2

pesquisadores no periodo de dezembro de 2012 a janeiro de 2013.




Artigo de Revisdo 22

RESULTADOS

Em um primeiro momento, foi utilizada a base de dados Medline/Pubmed. Quando
utilizamos as palavras-chave “sindrome de Down” e “atividade fisica”, foram encontrados
421 artigos. Quando incluimos a palavra “saude” entre os termos de busca, foram
encontradas 86 publicacbes. Apos leitura e selecdo dos artigos mais adequados aos
objetivos deste estudo, foram incluidas 19 publicacbes, que fazem parte das referéncias

deste artigo de reviséo.

Foram encontrados 7 artigos que tratassem especificamente da relacdo sindrome de
Down, atividade fisica e salde nas bases de dados pesquisadas. Em um estudo recente, no
qual um acelerdmetro mediu o nivel de atividade fisica de pessoas com deficiéncia mental
com SD e comparou com o de pessoas deficientes mentais sem a sindrome, a presenca da
sindrome determinou menor envolvimento com atividade fisica comparadamente ao outro
grupo. Dessa forma, aumentar a participacdo em exercicios fisicos orientados faz-se
necessario para prevenir a obesidade e promover um aumento da expectativa de vida, uma

vez que as criangas com a sindrome desenvolvem uma tendéncia a obesidade infantil (6-8).

Estudos randomizados e controlados tém demonstrado que o treinamento fisico
pode ser eficaz (9-12). Pacientes com SD conseguem realizar as atividades fisicas
orientadas com elevado indice de aprendizagem. Além disso, foram demonstrados
beneficios na aquisicdo de forga e na perda de massa de gordura corporal. Os desfechos
foram medidos de 1,5 a 12 meses ap0s a intervencdo, e os beneficios em longo prazo

precisam ser analisados em estudos complementares (13).

DISCUSSAO

Aumentar a participacdo em exercicios fisicos orientados faz-se necessario para
prevenir a obesidade e promover um aumento da expectativa de vida, uma vez que as

criangas com a sindrome desenvolvem uma tendéncia a obesidade infantil (14).
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Seres humanos normais estdo em uma condicdo ideal para a promog¢do da salde
chamada de homeostase. A homeostase é o equilibrio dindmico das func¢bes do corpo em
repouso. Em longo prazo, o repouso ou a falta de atividade podem levar a condicdo de
sedentarismo, que é reconhecidamente um fator de risco para diversas patologias. Por
consequéncia, podem surgir as doengas cronico-degenerativas. Assim, a atividade fisica
torna-se uma préatica essencial para a saide do ser humano. Mais especificamente, a
supercompensacdo - que compreende a recuperacdo de energia e as adaptagdes estruturais
e funcionais ap0s cada sessdo de exercicio fisico - € um dos determinantes que pode afastar

0 sujeito do limiar do surgimento de doencas.

Na populagdo com sindrome de Down, entretanto, ha uma diferenca: a auséncia da
homeostase, ocasionada pelo comprometimento do sistema neuroimunoendécrino. E de
extrema importancia que a pessoa com SD tenha acompanhamento de profissionais
capacitados a adaptar a atividade fisica sempre que for necessario. Em um estudo com
criangas com sindrome de Down, cuja média de idade € de 12,5 anos, menos de 10% delas
sabia pedalar em uma bicicleta de 2 rodas segundo relato dos pais (11). Desde que sejam
respeitadas as limitacGes das pessoas com a sindrome, ha um grande espaco, para que 0S
profissionais da educagdo fisica estimulem tal aprendizado. Limitagbes da populagdo com
sindrome de Down como variabilidade de desenvolvimento cognitivo, hipotonia muscular

e lassidao ligamentar devem ser objeto de adaptacao pelo profissional da area.

Ainda existe a necessidade de o profissional de educacdo fisica agir como
estimulador do esforco empregado no trabalho fisico executado. No estudo supracitado,
56% do grupo em exposicdo aprendeu a pedalar ap6s 75 min de treinamento
individualizado por dia, durante 5 dias consecutivos. Além disso, aprender a andar de
bicicleta pode aumentar ou manter o tempo gasto em exercicios de média a alta

intensidade. Diminui-se, portanto, o tempo gasto em comportamentos sedentarios (11).

S&0 necesséarias, no minimo, 12 semanas, para que o musculo esquelético ganhe
adaptacdes morfoldgicas com o treinamento de forca em pubescentes normais. Apesar
disso, h& ganhos de for¢a a nivel neural que iniciam com 4 a 8 semanas de treinamento
muscular esquelético. Essas adaptagdes neuroldgicas foram observadas também em
pacientes com SD. Assim, um estudo recente mostrou 0 aumento de forca e de agilidade
nos membros inferiores de adolescentes com SD apds um treinamento de 6 semanas

comparados aos controles que ndo participaram do treinamento. O aumento da forca
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muscular esté relacionado a uma melhora da saude. A agilidade, por sua vez, € uma aptidao
fisica mais relacionada a performance (13). Ha, mais uma vez, uma vasta area a ser

explorada pelos profissionais da atividade fisica adaptada.

Apesar disso, uma revisdo sistematica considerou que ainda nédo existem evidéncias
suficientes para comprovar que o treinamento aerdbico leva a uma melhora nos desfechos
fisicos e psicossociais. Entretanto, apenas trés estudos bem delineados puderam ser
incluidos nessa analise da Cochrane, que ainda demonstra uma escassez de dados sobre
este topico (14). Embora existam evidéncias de melhoras em aspectos de salde,
fisiologicos e psicolégicos a partir de programas de atividade fisica (15-19), ainda s&o
necessarias pesquisas bem delineadas com avaliacdo de desfechos em longo prazo, efeitos

adversos e custos (14).

Em conclusdo, o atraso ou alguma anormalidade no desenvolvimento motor e
menor forca muscular fazem com que se esperem niveis reduzidos de atividade fisica em
individuos com sindrome de Down comparados aos sem a sindrome. De alguma maneira,
este estudo visa a estimular tanto trabalhos cientificos complementares e inovadores
guanto a atuacdo mais efetiva na area da educacdo fisica e do treinamento de habilidades

esportivas em pessoas com SD.
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Resumo

Introducédo: sujeitos com sindrome de Down (SD) tém uma maior suscetibilidade as
infeccdes virais e bacterianas e a doencas autoimunes, que sdo as principais causas de
morbimortalidade na maioria dos casos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi

avaliar o perfil da resposta imunolodgica (inata e adaptativa) de criancas com SD.

Métodos: este foi um estudo de caso-controle. Os pacientes com SD e os controles foram
selecionados por uma amostragem de conveniéncia. O recrutamento foi realizado em um
hospital universitario e em um Centro de Integracdo de Criancas Especiais (Kinder), ambos
na cidade de Porto Alegre. Para avaliar a funcdo de resposta imune, foram realizados
purificagdo de mondcitos e de neutrofilos humanos, ensaio de quimiotaxia de neutréfilos

humanos, e imunofenotipagem.

Resultados: neste estudo, foram incluidos 13 (10/13 fem.) pacientes com SD e 6 (2/6 fem.)
controles normais, com médias de idades de 8,13 e 9,83 anos respectivamente. Quando
estudamos a capacidade de migracdo dos neutréfilos, ndo foram observadas alteracdes
significativas no grupo com SD. Por outro lado, quando analisamos as varidveis associadas
a resposta imune adaptativa, observamos uma tendéncia a valores percentuais menores de
linfécitos T CD4+ e maiores de CD8+ para o grupo com SD. Quando analisamos a relacdo
CD4+/CD8+, foi observada diferenca significativa mesmo com um pequeno numero

amostral.

Conclusdo: esse estudo, em conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que 0S
pacientes com SD apresentam uma taxa CD4+/CD8+ diminuida, o que pode justificar o

quadro clinico de infecgdes recorrentes nessas criancgas.

Palavras-chave: sindrome de Down, imunidade, crianga, infeccéo respiratoria, estudo de

caso-controle.
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Abstract

Introduction: subjects with Down syndrome (DS) have an increased susceptibility to
bacterial and viral infections and autoimmune diseases. These conditions are a major cause
of morbidity and mortality in most cases. Thus, the objective of this study was to evaluate

the profile of the immune response (innate and adaptive) of children with DS.

Methods: this was a case-control study. Patients with DS and controls were selected by a
convenience sampling. Recruitment was conducted in a university hospital and a Center
for Integration of Children with Special Needs (Kinder), both in the city of Porto Alegre.
To evaluate the immune function was performed purification of human monocytes and
human neutrophils, chemotaxis assay of human neutrophils, proliferation assay and
immunophenotyping.

Results: this study included 13 (10/13 fem.) patients with DS and 6 (2/6 fem.) controls,
with a mean age of 8.13 and 9.83 years respectively. When we measured neutrophil
migration, there were no significant changes in the DS group. Moreover, analyzing the
variables associated with the adaptive immune response, we observed a trend of lower
percentages for T lymphocyte CD4+ and higher for CD8+ in the group with DS. When we
analyzed the CD4+/CD8+ ratio, a significant difference was observed even considering the

small sample size.

Conclusion: this study, together with the analysis of previous studies, suggests that
patients with DS show decreased CD4+/CD8+ ratio, which may explain the clinical picture

of recurrent infections in these children.

Keywords: Down syndrome, immunity, child, respiratory infection, case-control study.
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Introducéo

A Sindrome de Down (SD) é a anomalia cromossdmica mais comum entre oS
nascidos vivos e com uma variedade de caracteristicas dismdrficas e malformacgoes
congénitas, associadas frequentemente com doenca cardiaca congénita, doencas
gastrointestinais, deficiéncias imunoldgicas e doenca respiratria concomitante. A
incidéncia € de um a cada 600 a 800 nascimentos, em todos 0s grupos étnicos. (1) Em
relacdo a fisiologia respiratdria, estd comprovado por estudos prévios post-mortem que
existem alteracdes morfologicas do pulméo em pessoas com SD. Os alvéolos aparecem em
pouca quantidade e seu tamanho sd@o maiores do que o normal. Os ductos alveolares sdo
espacgosos e distendidos, o que sugere inadequada alveolarizacdo das unidades pulmonares

distais dos bronquiolos respiratorios. (2-4)

As infeccBes respiratorias por exposicdo viral sdo a causa mais comum de
internacdo hospitalar em lactentes e criangas menores. Os fatores de risco principais
incluem: prematuridade, doenga cardiaca e SD. A SD é um fator independente de
hospitalizacdo por infecgdes por virus respiratorios, sendo que sua manifestacdo € mais
grave nessa populacdo. (1) Isso pode ser explicado devido a criancas portadoras de SD
apresentarem funcdo pulmonar anormal ou hiperresponsividade aérea associada a

maturacdo imunoldgica anormal. (5)

Sujeitos com SD tém uma maior suscetibilidade as infecgfes virais e bacterianas,
doencas malignas e doencgas autoimunes e essas situagdes sdo a principal causa de
mortalidade e morbidade na maioria dos casos (8,9). A imunidade inata € muito importante
na primeira linha de defesa contra microrganismos. Os neutrdfilos sdo as primeiras células
a chegar ao sitio de infeccdo e, uma vez ativadas, sdo capazes de fagocitar microrganismos
e produzir espécies reativas de oxigénio, que sdo moléculas com atividade microbicida. Foi
demonstrado que neutrofilos de pessoas com SD possuem menor capacidade migratoria
(10), mas ndo ha confirmacdo por evidéncias consistentes e ndo se conhece 0s mecanismos
envolvidos nessa alteracdo. Ha controvérsia também com relacdo a capacidade fagocitica e
de producdo de especies reativas de oxigénio por essas células. Alguns autores mostraram
gue os neutrdfilos de sujeitos com SD tém uma capacidade fagocitica menor em
comparagdo aos controles (11), enquanto outros sugeriram que ndo ha diferenca entre
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neutrdfilos de sujeitos com SD e de sujeitos-controle (12,13). Esses estudos mostraram
resultados conflitantes com relacdo as funcgdes efetoras de neutrdfilos. Desse modo, é
essencial estudarmos a biologia e a capacidade efetora dessas células em criancas

portadoras de SD.

Muitos grupos tém descrito que as anormalidades nas células T presentes em
criancas portadoras de SD podem ser explicadas por uma disfungéo no timo e sugerem que
esta alteracdo pode ser consequéncia de uma senescéncia precoce do sistema imune. Os
numeros de células T, B e NK circulantes estdo reduzidos em pessoas com SD e sua
resposta a mitdgenos é fraca. Além disso, esses pacientes podem apresentar niveis
diminuidos de linfocitos T CD4+ e niveis elevados de linfécitos T CD8+ comparados com

individuos saudaveis, apresentando alteracdo na taxa CD4+/CD8+ (14).

As afeccdes respiratorias sao a principal causa de morbimortalidade e internacdes
hospitalares recorrentes em criangas, principalmente, lactentes com SD. Estudos prévios
sugerem que 88% dessas criancas sdo hospitalizadas por doenca respiratéria, sendo que
16% tém internacdo recorrente e muitas necessitam de cuidados intensivos (intubacdo e
ventilacdo mecanica). (1). Os mecanismos gque levam os pacientes com SD a apresentarem
infeccOes respiratorias e hospitalizacBes freqlientes ainda ndo foram esclarecidos e podem
ser decorrentes do sistema imunitario deficitario. Criangas com sindrome de Down podem
apresentar alteracGes de resposta imune, que contribuem para suscetibilidade e gravidade
das infeccdes respiratdrias por virus. Nossa hipotese principal é que essa populacdo pode
apresentar alguma alteracdo imunoldgica com impacto na salde dessas criancas. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil da resposta imunoldgica (inata e
adaptativa) de criancas com SD.

Metodologia

Delineamento do estudo

Este estudo é de caso-controle.
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Populacéo e amostra

A amostra do estudo foi selecionada por conveniéncia, por meio de convite aos
responsaveis legais das criangas com SD. As criangas com idades entre 2 e 18 anos foram
recrutadas junto aos ambulatérios de pediatria e de otorrinolaringologia do Hospital Séo
Lucas da PUCRS, alem da Kinder — Centro de Integracdo da Crianca Especial. O projeto
foi desenvolvido no laboratério de imunologia molecular, localizado no Instituto de
Pesquisas Biomédicas (IPB) — HSL-PUCRS. Foram incluidos o0s pacientes que
preencheram todos os critérios de inclusdo durante o periodo de recrutamento (de janeiro a
dezembro de 2012). Para controle (cerca de um controle para cada 2 casos), foram
incluidas criancas de outro estudo em andamento neste instituto (Estudo de prevaléncia de
asma em uma amostra de criancas brasileiras e caracterizacdo de fenotipos clinicos,
marcadores bioldgicos e funcionais). Foram selecionados controles com maior volume de
células armazenadas em criotubos. Ndo houve pareamento especifico por sexo e idade,
porém as médias de idade foram comparadas e incluidas na analise, para evitar influéncia

dessa variavel.

Critérios de Inclusao

Foram incluidas criancas com SD (Trissomia do 21, Translocacdo Robertsoniana
ou Mosaico). Para controles, foram selecionadas criancas sem SD e sem doenca
respiratoria (cerca de um controle para cada caso) considerando idade e sexo semelhantes

para evitar possiveis vieses a partir dessas variaveis.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A assinatura do termo de consentimento foi obtida junto ao responsavel legal da
crianca, sujeito da pesquisa. O responsavel autorizou a participacdo do paciente antes de

qualquer procedimento (termo em anexo).
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Procedimentos

A coleta (com seringas heparinizadas) de sangue periférico venoso (3-10 mL) dos
pacientes foi realizada no ambulatério de pediatria do Hospital S8 Lucas ou no

laboratdrio de Fisiologia Respiratoria do IPB.

Analise da Resposta Imune

Purificacdo de mondcitos e neutrofilos humanos: Os mondcitos e os neutrofilos

foram isolados do sangue periférico dos pacientes com SD e das criangas-controle,
utilizando gradientes de Histopaque-1077 e Histopaque-1119, respectivamente. As células

foram contadas em microscopio 6ptico, para analise da pureza e viabilidade.

Ensaio de quimiotaxia de neutréfilos humanos: Para avaliar a capacidade dos

neutrdfilos dos sujeitos com SD de responder a um estimulo quimiotatico, essas células
foram estimuladas a migrar em dire¢cdo as moléculas quimiotaticas classicas para
neutrofilos. Para isso, os ensaios de quimiotaxia foram feitos em sistema Transwell
(Corning), usando uma membrana de policarbonato de 5 pum. Os indutores da quimiotaxia
de neutréfilos, IL-8 (1nM), foram adicionados nos pogos inferiores da placa em meio
RPMI 1640, na presenca de 1% de soro fetal bovino (FCS), em um volume de 600 pL. Os
neutrofilos suspensos em meio RPMI 1640 foram adicionados nos pocos superiores da
placa (2x10° células/100pL) e incubados por duas horas em atmosfera de 5% de CO2 a
37°C. Apoés a incubacdo, os neutrofilos que migraram para os pogos inferiores foram
coletados e contados em camara de Neubauer. A migracdo dos neutréfilos dos pacientes

com SD foi comparada com a migragdo dos neutrofilos dos sujeitos-controle.

Imunofenotipagem: As células mononucleares foram marcadas na concentracdo de
5%x10°/mL com anticorpos anti-CD8 FITC, anti-CD4 PE, anti-CD3 APC (BD bioscience)
por 30 minutos a 4°C e em seguidas foram lavadas com tampé&o de citometria. As celulas

foram avaliadas no citometro de fluxo FACS Canto Il (BD Bioscience) e os dados

adquiridos serdo analisados utilizando o programa FlowJo (TreeStar).
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Anélise Estatistica

A amostra do estudo foi constituida de todas as criangas com SD cujos pais
autorizaram a participacdo no estudo e de um grupo-controle. A analise foi descritiva
utilizando testes de proporg¢des, descricbes em média (desvio padrdo) e mediana (intervalo
interquartil), conforme distribuicdo das varidveis. Associagdo entre as variaveis categoricas
e desfechos dicotdmicos foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. Associagdes entre
varidveis categoricas e desfechos continuos foram analisadas pelo teste t de Student e
Mann-whitney. As anéalises foram realizadas com os programas SPSS e GraphPad Prism.
Todos os testes foram bidirecionais e as diferencas foram consideradas significantes
quando p < 0.05.

Resultados

Neste estudo, foram incluidos 13 pacientes com SD e 6 controles. Os pacientes com
SD e os controles apresentavam média de idade de 8,13 e 9,83 anos, respectivamente. Essa
diferenga na idade entre os grupos néo foi significativa. Da mesma forma, n&o observamos
uma diferenga significativa nas variaveis sexo e etnia. A maior parte dos pacientes com SD

incluidos nesse estudo tinha confirmac&o citogenética (tabela 1).

Quando estudamos a capacidade de migracdo dos neutrofilos, também ndo foram
observadas alteragdes significativas no grupo com SD (figura 1). Por outro lado, quando
analisamos as variaveis associadas a resposta imune adaptativa, observamos uma tendéncia
de valores percentuais menores de linfocitos CD4+ e maiores de CD8+ para 0 grupo com
SD.

Mesmo que essas diferencas numeéricas, isoladamente, ndo tenham apresentado
diferencas significativas estatisticamente (figura 2), quando analisamos a relacdo
CDA4+/CD8+, foi observada diferenga significativa mesmo com um pequeno numero

amostral (tabela 2).
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Discussao

Estudos prévios demonstram que criancas com SD parecem apresentar um risco
aumentado para infeccBes do trato respiratorio. A partir dos resultados do presente estudo,
pode-se considerar que o maior nimero de infeccBes observadas em criangas com SD néo
estaria relacionado com a resposta imune inata. Essas alteragOes possivelmente seriam
causadas por modificacbes na resposta imune adaptativa, ou ainda por diferencas

morfofuncionais no sistema respiratorio desses pacientes (15).

As infeccBes respiratérias agudas (IRA) representam um grande espectro de
patologias como rinofaringites, sinusites, otites ou pneumonias. As causas dessas
enfermidades podem ser diferentes agentes etioldgicos, principalmente virus e bactérias.
Dados mostram que criancas com SD apresentam IRA significativamente mais frequentes

que criancas saudaveis (16).

Alguns fatores ndo-imunolégicos, incluindo alteracdes anatbmicas também podem
contribuir para suscetibilidade dos pacientes com SD, especialmente para infeccBes das

vias aéreas superiores (17).

Além disso, estd comprovado por estudos post-mortem que existem alteracoes
morfolégicas da via aérea inferior e do parénquima pulmonar em pessoas com SD. Os
alvéolos aparecem em pouca quantidade e seu tamanho sdo maiores do que o normal (4).
Essas alteracdes também podem contribuir para a suscetibilidade acima descrita.
Entretanto, ainda existe um baixo indice de sucesso ao se utilizar os instrumentos de
avaliagdo da fungdo pulmonar em criancas com SD. Isso dificulta o entendimento e o
esclarecimento do papel dessas alteragcbes morfofuncionais. Por outro lado, muitos estudos

tém sugerido uma importante interferéncia dos fatores imunoldgicos.

Estudos que avaliaram a fungdo neutrofilica apresentam resultados conflitantes.
Nosso estudo ndo demonstrou diferenca na funcdo neutrofilica entre criangas e
adolescentes com SD e controles. Esse resultado parece n&o ter sido influenciado pelo
pequeno numero amostral, ja& que a quantidade absoluta de neutrofilos com funcédo
quimiotatica preservada foi superior nos pacientes com SD (15).

Outro importante componente da fungdo imunologica nesses pacientes é a funcao

dos linfocitos B e os niveis de imunoglobulinas. Cetiner et al avaliou os niveis de
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imunoglobulinas em 32 pacientes com SD e 32 controles e ndo foram observadas
diferencas significativas (18).

Esse mesmo autor avaliou nimero e funcdo dos linfocitos T CD4+ e CD8+. O
estudo descreve um aumento significativo no percentual de linfocitos CD8+. Esse achado €
compativel com nossos resultados (figura 2), que demonstram uma tendéncia para um
namero mais elevado de linfocitos CD8+ em criangas com SD, quando comparadas aos
controles saudaveis. Esse achado ndo foi estatisticamente significativo (p =0,073), o que

pode ser decorrente do pequeno numero amostral no presente estudo.

Por outro lado, quando se avalia o chamado “fator de risco” para imunodeficiéncias
(CD4+/CD8+ <1), 66% dos pacientes com SD tinham a relagdo CD4+/CD8+ < 1,
enguanto nenhum dos pacientes do grupo-controle analisado apresentava essa alteracao.
Essa diferenca foi estatisticamente significativa e pode, em parte, contribuir para o niUmero

mais elevado de IRA observado em criangas com SD.

Esse achado, em conjunto com a analise de estudos prévios (18), sugere que 0s
pacientes com SD apresentam uma taxa de linfocitos CD4+/CD8+ reduzida, o que pode

justificar o quadro clinico de infec¢bes recorrentes nessas criangas.
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Tabelas/Figuras

Tabela 1- Grupo em estudo versus controles, dados descritivos da amostra.

S. de Down Controles Significancia
(N=13) (N =6) (valor de p)
Sexo feminino, N (%) 10/13 (76,9) 2/6 (33,3) 0,067
Etnia caucasiana, N (%) 8/12 (66,7) 516 (83,3) 0,764
Cariétipo 47XXX, N (%) 9/12 (75) -
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Figura 1. Migracgéo de neutrdfilos em criancas com sindrome de Down e
controles.
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Legenda: resultados da comparacéo de migracdo de neutrdfilos entre pacientes com sindrome de
Down e controles normais; p =0,070.
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Figura 2. Frequéncia relativa de linfocitos CD4+ e CD8+ em criangas com
sindrome de Down e controles.
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Legenda: resultados da comparacéo do nimero percentual (%) de linfocitos CD4+ e CD8+ entre
pacientes com sindrome de Down e controles normais; CD4 p =0,268; CD8 p =0,073
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Tabela 2- Grupo em estudo versus controles, compara¢do do nimero de pacientes
com fator de risco positivo (CD4+/CD8+ <1).

S. de Down Controles Significancia
(N =6) (N =4) (valor de p)

Pacientes com fator de risco 4/6 (66,7) 0/4 (0,0 0,035
(CD4+/CD8+ <1), N (%)




CAPITULO IV




Conclusées 45

4.1 CONCLUSOES

No presente estudo, quando avaliado o chamado “fator de risco” para
imunodeficiéncias (CD4+/CD8+ <1), 66% dos pacientes com SD tinham a relacéo
CD4+/CD8+ < 1, enquanto nenhum dos pacientes do grupo-controle analisado
apresentava essa alteracdo. Essa diferenca foi estatisticamente significativa e pode,
em parte, contribuir para o nimero mais elevado de infec¢fes observado em criangas

com sindrome de Down.

Esse achado, em conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que 0S
pacientes com SD apresentam uma taxa de linfocitos CD4+/CD8+ reduzida, o que

pode justificar o quadro clinico de infecgdes recorrentes nessas criangas.
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Anexo a7

ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) estd sendo convidado a participar de um estudo sobre as defesas do organismo. Esse estudo &
muito importante, pois vamos conhecer como o corpo se defende contra as doengas das criangas com sindrome
de Down. Isso ajudara muitos médicos a tratarem dessas doencas. Portanto, a participagdo do seu filho(a) é
muito importante. O procedimento consiste em coleta de sangue e serd conduzido por pesquisador experiente.

Modo de coleta: serdo coletados de 3 a 10 mL de sangue através de pungéo com agulha. Riscos e desconforto:

a coleta de sangue oferece riscos minimos podendo causar desconforto, dor local ou hematoma e,
ocasionalmente, mal-estar e tontura. Somente pessoas treinadas serdo responsaveis pela coleta. Banco de
dados: com a sua permissdo, o sangue coletado sera analisado no Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) e
enviado ao CTN Diagnosticos para pesquisa de cariétipo, caso seu filho(a) ainda n&o o tenha.

Gostariamos de pedir que vocé concorde, assinando este documento, para que seu filho (a) participe desse
estudo. Garantimos a total confidencialidade dos dados, ou seja, seu filho(a) ndo podera ser identificado direta
ou indiretamente por ninguém que seja estranho ao estudo. Vocé ndo vai gastar nada, mas também n&o ha
qualquer ganho financeiro para participagao no estudo. Todo o material que cada crianga utilizara sera limpo e
esterilizado. As criangas resfriadas ou com qualquer tipo de doencga contagiosa nao serdo testadas. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar, sem nenhum prejuizo para vocé ou para seu filho(a).

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos médicos responsaveis pela pesquisa. O Dr. Leonardo
Aratjo Pinto, do Hospital S&o Lucas, de Porto Alegre, médico Pneumologista Pediatrico, pode ser encontrado
nos seguintes telefones: (51) 3320-3000 ramal 2221 ou 9993-0528 (24h), para quaisquer esclarecimentos. Se
vocé tiver qualquer divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP-PUCRS) no telefone (51) 3320-3345.

Acredito ter entendido, suficientemente, as informagdes que li descrevendo o estudo “Avaliagdo do Perfil da
Resposta Imune em Criancas Portadoras de Sindrome de Down”. Estou convencido de que ninguém vai ter
acesso as informagdes do meu filho(a) e que os exames oferecem risco minimo. Também entendi que posso
falar com o Dr. Leonardo A. Pinto ou com a comissdo de ética em pesquisa, sempre que ficar com duvidas.
Ficou claro, também, que minha participacéo ndo vai me prejudicar financeiramente e que, a qualquer momento,

posso desistir de participar, sem prejuizo.

S Y
Nome do responsavel Assinatura do responsavel Data
|

Pesquisador principal Assinatura do pesquisador Data




