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I - IETROQRUCED

1.1 = BISTSRICO

Em-1928, Henriques, eétudando a digsociaglo do didxido
de carbono (COz), observou que a velocidade da rea¢do in «ifra era
‘muito inferior & necess&ria para o transporte fistoldgico do COZ sob a
forma de fons bicarbonato (HCOZ-), mas que a velocidade da reagdo au-
‘mentava na presenga de gangue ou soluqsés_cbncentradaa de hemoglobina.
Esse pesquisador propbs, na.época, que a2 hemoglobina formaria um com-
_plexb com o COZ, a carbohemoglobina (HbCOz), que.seria respdnsével pe-
lo tranesporte do COZ dos tecidos para os pulmbes.

‘Alguns anos depois, o grupo de HMeldrum e Roughton
(Brinkwan g al.. 1932; Heldrué e Roughton, 1832a,b;13933a,b) isolou,
purificou e definiu as propiedades de uma prote%na, encontradsa noe
erttrdcitos, reeponsavel pelo sumento de velocidade des reagbees de hi-
dratac¥%o do didxido de carbéno e da degidratacio do dcido carbdnico,
senéo finalmente confirmado que ¢ COz também era transporiado sob a
forma de HCO3-. Tendo act%c e propiedades de uma enzima, essa proteina
foi denominada ANIDRASE CARBSNICA (CA). Ha mesma época Stadie e O
Brlen. {1933) também isolaram e determinaram as propiedades cingticas

- dessa enzima.



Em 1940, Keillin e Mann demonstrarem a presenga de zin-
co na enzima purificéda, mag 20 anos ge passaram paré que Lindekog 
(1960) confirmasée a presen¢ga de um atomo de zinco por mélécula da en-
zima e relatasée que a anidrase carbbnica era encontrada em diferentes
fofmas, referindo a existénecia de 2 isozimas noe  eritrdcitos. Ressé
.meémo ano, Lihdskog e-Halster (1960} demonstraram que a. dissociagdo
do zinco da enzima debterminava a peraa da atividade enzimdtica

A untversalidade da anidrase carbdnica determinou ©
aparecimento de diferentes linhas de pesquisa por parte de bidlogos,
biogquimicos e médicos, tendo a enzima sido demonstrada em plantas,
énimais, e, no homem, em diferentes tecidos, aiém dos efitrécitos (viﬁ
de Haren,19867; Tashian, 1969; Carter, 1972 e Taghian e Carter, 1976).

Em 1983, no congresso sohre a anidrase carbOnice da
Academia de Ciéncias de Rova lorque, organizado-pcr Tashian e Heweit-
Eﬁmett, as dltimas informa¢Bes de diferentes pesquisadores foram reu-
nidag, tendo sido esclarecida a agdo da anidrage carb&nica em inersos
passos metabdlicos. Hoé anos seguintes Lee g¢ 37.(1985) relataram
que a defici@ncia de uma das isozimas da anidrase carbSnica era a res-
ponedvel por um dos tipos de osteopetrose e Venta (1983) e Edwards s
af, {1986 =a,b), com © ceoncurse de técnicaé de hibridiza¢3io e o emprego
de sondas de DHNA, determinaram os Jgo/ dos genes das isozimas que

constituem a famflia da anidrase carbdnica.
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1.2 - RS 1SOZ1BAS DA ANIDRASE CARBORICA

Ateé o momento s%c conhecidas 5 isozimas da anidfase
carbBnica (EC.2.2.1.13, sendo 3:cltqp]asméticas, Car 1, CE 11 @ CA 111
(Lindskeog of al., 13884y, uma‘ligada 5 membrana celular, CA 1V (Wis-
trand, 19848}, e a‘ult{ﬁg, Chmft, encontrada nos mitoé&ndrios (Stérey
ef ’l., 12847,

0s genes das leozimas CA 1, CA 11 e CA II[ localizam-se
no bfaco lgngo do cromQBSOmé mimero 8 (Venta g¢ &l..1983;Edvards gf
al., 1986a,b) e s%0c um conjunto de genes ligados que se originaram por
duplicagBes de um gene ancestral antes da ramificag¥o aos animais am-
nictos ﬁrépteis, péssaroe e mamfferos)(?ashian.gt &1., 1883, Ainds
n3c s%o conhecidos os fggf dos genes daé isoiimas CA IV e CApit (Wis-
trand, 1984a; Storey et afF., 1984).
EER Semeihantes em sua configurag3o,as igozimas apreéen;li?
tam peso molecular em torno de 23000 e 1 dtomo de zinco por molécula,
g%c hidrossgoludveig, e Lé&nm atiQidade entre pH & e 10, com atividade md-
xima em pH 8 (Haren, 1967). Diferen, entfeﬁénto, em suas étividades
esgpecificas para diferentes sﬁbstratos, no efeito dos inibidores, no
ponto 1soe1étricb e na termolabtlidade (Rickii.ef 3f., 1564; Wistrand

e Reo, 1968; Sanyal g¢ al., 1983; Tashian g£¢& 2., 1983).



4s igozimas q!toplasmétlcas apresentam 60 a 80 ¥ de ho-
mologia nas sués cadeias de.amiﬁoécidos gsendo as diferengas cineticas
e.e}etroforéttcas entre elas decorrentes de substitutgBes de aminodci-
dos, das guais ag mais importantes, por estarem no sftio ativo da mo-
iécula, %0 as dos resfducs 64 e 200. A isozima CA | apresenta,nessas
posigles, reéfduos‘de ﬂisﬁidina, enquanto}que a CA 1] tem resfduc  §9
treonina ou asparagina na posi¢¥o 200. A isozime CA 1il apresenta 1i-
Biﬁé e Ltreonina nas posei¢les 64 e 200,'respectivémepte, além de tér 2
resfduoé de arginina ou lisina acrescentados nas posi¢lies 67 e 91
(Lindskog gf &i.., 1984;Chegwidden gt xl. .._5.984).

Caracterizadas como isozimas da anidrase carbdnica ha
poucos anog, a isozima CA IV apresenta composi¢¥o de aminodcidos e an-
tigenicidade diferente das isozimas citoplasméticés (Wistrand,19B84a)
enquanto que a CAp /¢ apresenta diferencas estrutﬁrais em relagdo as
demais isczimas, o que ﬁode cer conclufdo devido & sua mobilidade ele-
troforélica diférente e mator depéndéncia &s modificag&es de pH, como
o aumento de atividade de cerca de 8 vezes que essa isozima apresenta
&0 ge elevar o pH do meio de 7,0 péra &,0, énquanto ag isozimas CA 1 e
CA 1] mostram um aumenio de apenas.z vezes. (Storey gf af.,19847.

Além das isczimas principais, isczimas secundédrias de
cada uma delas podem.ser formadas por modificag¢les na conformag3do mo-
lecular (Headings é Tashian,1871),por deamihécﬁo {(Funakoshi e Deutsch,
1863), ou pela combinag¥o desses processos,sendo essas isozimas deno-
minadas pela sfgla da.isoziﬁa principal seguido por algarismos arébi-
cos: CA 1-1, CA 11-%1, CA 11-2 etc...(Tashian ¢ x7.,1983,1984). A iso-
zima CA 1-1, que representa um estagio do processo de degradacdo de Ch

1, era, anteriormente, conhecida como CA A (Oeborne e Tashian, 1274).



1.3 - A REACRO ENZIMATICA, 0OF SUBSTRATOS E OF INIRIDORES DA ANIDRASE
CARBOHICA |

0. subsirato natural dé'anldrase carbfnica ¢ o diaxido
de carbono, e a enzima catal}sa sUé hidratacﬁo.em dcido carbdnico, que
é_ionizado @m bicarboaato e hidrogénio (Haren, 1967}

0=C=0 =+ H—O—H '<H—Qé;"> B~H e==> 0- + H%
| - ;
c c
/70N 4 _i

0 0-H 0 0-H

Numerosos ésteres s8o ulllizados como substrateos da CA
in witro,btals como o mcetalto de alfa ou beta-naftila (Tashtan e Car-
ter,1976), o acetato de orto.ou parahnitrofenila (Verporte w¢ ai.,
1967), o acetaldeido (Pocker ¢ Meany,1960) e a sultona do dcidoe 2-hi-
droxi{-5-nitro~alfa-tolueno sulfénico (Sanyal g¢ x7.,1983),

0 principal intblder da anidrase carbdnlica é a acetazo-
lahida,que exerce inibli¢dco do tipo n¥o competitiva,além de ser espec!-
flco para essa enzima (Maren,g¢ af,1960), A‘ligacﬁéudesse inibidor com
a moldcula enzimditica sé.ocorre fortemente entre pH 6 e 8 (Cole-
“man,1967). Az demals sulfonamidas também agem como inibidores da ant-
drase carbdnica, assim como diversos dnlong inorgﬁnicos tais como o
.cloreto, o.iodeto, o_sﬁlfeto e o bigneto, entre cutros (Hareﬁ, 1967 ;

Pocker e Tanaka, 1978; Haren e Couto, 1979).



1.4 ~ AS CARACTERISTICAS CIK£TICAS DAS ISOZINAS DA ANIDRASE CARBONICA

A Ca II é a isﬁzima citoplasmdtica com meaior atividade
especf{fica emnm rel$¢§o a0 subestrato natural e a meioria dos demais
substratos, com exceg¥o do acetato de beta-naftila e do acebtato de or-
to-nitrofenila, em relacﬁo“aos quais a CA 1 apresenta maior atividade
especfffca (Verpoofte gt &1..1967; Tashian gt al., 19?2). ACA Il Lam-
bém & mais sensivel 3 inibi¢d3o pela acetazelamida, enguanto gque a Ch
i, emboré ménos sensfvel a essge inibidor especifico,é bastante inibida
pelos &nions inorgdnicos, apreseﬁtando,'mesmo em concentragBes fisio~
légicas de cloreto e bicarbonato, uma reducic de cerca de 92X da Bua
atividade. Esse fato tem sido considerado como indicador de que o pa-
pel dezeam igozime nog eritrdcitos n¥o deve ser a catdlige da hidrata-
¢3o do COx (Maren gf z7., 197062,

Jd a ChR 111, que apresenta a menor atividade especifica
em relac¥%o ao COX. e a menor sensibilidade 2 inibi¢¥o pela acetazolami-
da, € t%o sensivel quanto a CA I em relagéoré inibigdoc pelos %nioné
inorginicos, sendo porém a i80Zima mais resistente é inibigdo pelas
sulfonamidas benzotiazdlicas e tiazdlicas (Sanysl, 1884).

| A i1soztima CA 1V, ligads & membrana, mostra maior ativi-
‘dade especi{fica que a CA ll,mas € igualmente inibida peialacetazolémis
da.(Ulstrand,gBEQa). A CApitr, embora se assemelhe a CA 11 ﬁor E@T Pou-
co sensivel & inibi¢%o por cloretos sofre maior inibig%o por sulfetos,
diferiﬁdo dela também nas demais propiedades cinéticas (Storey gf af.,

19847,



1.3 - DISTRIBUICXO E FUNCKO DAS ISOZINAS DA AHIDRASE CARBONICA

As isozimas da anidrase carbdnica n¥o tem a mesma dig~
ﬁribuiq%o nos diferenteg tecidos} o qué tem sido apontado como indica-
dor de que elas tenhem papéis fisioldgicos diferentes (Taghian pg¢ z7.,
19847, Aséim, énquaﬁto é CA_I & predominantemente eritrocitédrie, a éh
11 & ubfqua, sendo encontrada tanto nog eritrdcitos como no cérebro,
puimBes, rins, sistems digestivo e diversas gléndules, além de outros
.tectdos ﬂTashian gt al.,1984). A Ch I11, en;ontrada em peguena quan-
tidgdé nos eritrécitos, é a principal isozima da anidrase carbdnica
preseﬁte.na muéculatura esquelética, além de ocorfer também, nos hepa-
técitos (Funakoshi e Deusch, 19715; Carter g¢ 27.,1979,1981; Chegwid-~
den ef x7., 1984), A isozima CA 1V foi identificada na membrana das
;elulas renaig (Wistrand, 1984a) enquanto que a Cﬁmfﬁ foi isolada dos
mitocondrios dos hepatdcitos (Storéy wf al.,1984)., A tabela 1 apresen-
ta os diferenteé tecidos e orgéos'nos quais se comfirmou a presenga da
anidrase carbbnica na espécie huﬁana.

Embora a reag¥o catalisads peia anidrasze carblnica sejs
a mesma em todos os tecidos,isto é,a hidratagdo do didxido de carbono,
ela apresenta diferentes papéis F{siolégicos, sendo responsavel ora
pela retirada e transporte do CU:, ora pela producdo de fons hidrogé-
‘nio e bicarbonato qﬁe participam de trocas iﬁﬁicas através das membra-

naé plasmdticas ou de reagtes metabﬁlicas espec{ficas(Maren,1984) .
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No primeiro caso, temos as anidrases carb8&nicas locall -
zadas nous eritrécitos ¢ no eondotélio capilar de dlversos ofgﬁos. ondce
catallgam & hidrataqﬁo do CO7 produzidao pele metabofismo, permnitindo
seu iransporte como fon bicarbonato atéd os pulmBes (Swenson g¢ a/t.,
1984). Esgssa mesmz funcgio & reélizadé pela anidrase cafbﬁnica cltoplas-
maléica € extragelular do mdsculo esquelético, que acelera assim a re-
tirada do CO# do tecido muscular para o sangue (Gross gf af.,19064), o
pela enzima presente no cristalino, que facilita a safda do CO2 produ
‘zido pelo metabolismo (Friedland e Hafen, i984). A enzima enconirada
.nn endgtdlio pulmcnab Lambém tem sido respongabilizada pela formagio
de bicarbonato para facilitar a difus%o do diéxidoe de carbeno através'.
da bisrreica alvéolo-capllar (Swenson g¢ x2., 1984). Entretanto, exis-
tem indicagBes de que essa fun¢Ho n¥o scja Importante, ¢ que, na rea-

lidade, a enzima participe de outros processos metabdlicog ou de

' transporte ndc relacionados as trocas gasosas_7(81dahl' ¢ Crandall,
19843 .

Nas células de ductos,tiubulos ¢ epitélios superficiais
espectalizados no transporte 16nico, encontra-se 2 anldrase carbdnica
cltoplasmética e também a enzima ligada 2 membrana, ambas catallsando
a produgZo dos fonz necessdrios para as trocas i1bnicas (Spicer g¢ /7.,
1984). Assim, no estdmago, as cdlulas parietais secretam og prdétons
gerados pela anidrase carbanica, acidificando o conteudo gdstrico con-
guanto liberam o bicarbonato para o lfquido interstliclal,alcalinizan-
da- o (Vinlk e Helsinger,1984;5picer z¢ al.,1984),.No Intestline grosso,
a anidrase carb®nica do epltélio colunar possivelmente prové fons hi -
drogé&nlo para troca com o sddio intraluminal (Patton g .r.,1982),
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Nos rins, a enzima dos tubulos contornados proximsis
gera fone hidrogénio que s¥o trocados pelos fons sddio da luz tubul ar,
facilitande =z reabsorcgio desse uitimo,enquanto gque nos tdbulos distais

oe fone hidrogénlo promovem a acidificag8o da ur:na,‘além de mediar =

L roabsorcﬁo dos fons bicarboenato e poléassio (Dobyan e Bulger 1982; Co-

gan, 1984; Dubose,lBBé;_Uistrand,1984a; Spicer g¢ gz_,lseq;Lonnerho}m.
1984).

No p@ncreas, a anidrase carbbnica estd implicada na ma-
nuteﬁ;%o do elevado teor de bicarbonato do lfquido péncreético (Kumpu-
lainen e Jalovaara,1981),enguanto nos ductos hepdticos e nas gléndulas
salivares, embora se presuma que ela também esteja relacionada as tro-
cag i&nicae,seulpapel figioldgico ainda nZo foi esclarecido (Spicer »f
27.. 1982; Carpentier ef al.,1984). Bem conhecida é a funglio da ani-
drase carbdnica citoplasmatics encontrada no corpoe ciliar do gliobo
ocular, onde ela & respongavel paia produgBo dos fons bicarbona£o ne-
cesgirios para o siétemamde tranéporté de 5njoﬁs na produgio do humor
aguoso (Kishida g¢ al,,1984). |

Ho plexo cordide, oz {ons bicarbonato,resultantes da
hidratag®%c do COS, catalisada e espontanea, 8o responsdveis pela

maior parte do fluxo do ligquido céfalo~ raquxdlano {LCR) (Veogh,13880) em
.Icooperacdo com a Ha+ K+-ATPase, que supre os fons séd1o (Hasuzawa ¢
az,,'1984; Vogh & Marem, 1984}, Us inibidores da anidrase carbbnica di-
minuem 2 produg¥o de LCR, o gue indica o seu usoc em algumas doengas

neuroldégicas (Vogh, 1580).



i1

- No éistemé nerveosc a anidrase carbdnica taﬁbém ¢ encon-
trads nos oligodendrdcitos, asirdcitos e nes mielina {Anderson et al.y
1384; Cammer, 1984; Kumpulainen e Nysiron,1981). Nessas células a en-
zima & responsével pels hidfatacﬁo do COf preduzido pela atividade
neuronal e pela_deséarbbkilag%o'que ocorfe na sfntese dos heurotrans-
missores, suprindo H+ e_Héng para as trocas iBnicaa necesééfias a po-
larizécﬁo da membfana do neurbnioc.(Sapirstein ¢¢ al., 1984}, Sugere—ge
também um papel.regulador da anidrase carbdnica guanto é.concenﬁragﬁo
do cé&lecio intracelular pelo retfculo endoplasmético do sistenma nefvoso
periférico (Riley ef al., 1984,

Ma mielina, a anidrase carbbnica aparentemente facililta
a conversio dos intermédiérios gllcolfticos em oxalacetato e citrato,
estimulande 2 sua incorpora¢¥o nos dcidos graxos, que tem grande im-
porténcia no processo de mielinizagso (Sapirstein gf.af_; 12847,

A atividade da anidrase carbdnica encontrads na mielina
do cérebro humano aumenta com a idade (Lees gf a/,,1980) @, nos nervos
periféricos observam-se altos nfveis de ani&rase carbdnica durante o
perfode de crescimento e mielinizag¢¥o, sugerindo que essa enzima seja
necessaria para a remogdo do COZ durante essa fase de metabolismo au-
mentado, assim como para a remog%o de fons e agua durante a compacta-
- o  da bainba de mielina (Cammer, 1879). Nos oligodendrdciteos a  ani-
drase carbdnica também pode ter papel na coﬁpactacﬁo do citoplasma an;

tes da formag®o da mielina (Kimelberg e Ricard, 1984).



A enzima encontrada nos osteoclastos produz oz f{ons hi-

drogénio que parttcipam da dissolugBo #dcide dos minerais da matriz ds-
pea extraceilular, permitindo a sua resbgor¢Bo (Geay =¢ &i., 1884) .
No f{gado, além de ser encontrada nos ductos, 8 anidra-

se carbdnica & tambdém observada nos hepatdcitos, onde fornece ogs fonsg

bicarbonato para os passos iniclais da formag%o da citrulina, no meta-

boligmo da uréia, assim como para a transformag®o do. piruvato em oxa~

lacetato na sfntese dos &cidos graxos (Dodgson ef ai., 1984),

A imporifBncia da anidrage carb&nica encontrada nal Li-
recide ¢ decorrente do fornecimento de f{ons bicarbonato qué competen
com o todeto pelas subsgltiéncias trahsportadoras de %ﬁions, participando
‘aesim da regulagZo do transporte do itodo através das membranas celula-
res tireoldeanas, sendo esse processo inibido pelo.hormﬁnio esﬁtmulan—
te da tiredide (TSH) (Chow g&¢ x7., 1984; Vogh e Haren, 1884).

Ho sangue, além de estar presente nos eritrdécitos, Ia
anidrase carbdnica foi também detectada no plasmal(Heath st 57..,1984) e
nag plaquetas, onde participa dé agregag%o plaquetdria dependente de

Ltrombina (Siffert g¢ xf., 1984).
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1.6 - A ANIDRASE CARBONICA ERITROCITARIA
1.6.8 - Nlwelis enzimil icos

A anidrase carbbnica eritrocitdria tem side amplamente
estudada nos seus aspeclLos genéticos. fisioldgicos e patoldgicos, pela
facilidade de cobleng¥o do sangue periférico para purificagBc, qualifi-
cacto e qguantificagdc da enzima pbr diferentes técnicas (vide Tashian,
1969; Tashian e Carter, 1976). |

Das 3 igozimas eritrocitérias, apenas a CA 1 e a CA 1]
s%0 rotineiramente avaliadas através de eletroforese e dosagens imuno-
1égicas e da atividade enzimdtica (Fine g¢ al.,1963; Ruiz-Reyes & Ra-
mires-Zorrilla,1968: Headings e-Tashian,1970; Noorgard-Pedersen e Mon-
drup,1974; Uehinger,1973; Osborne e Tasﬁian,lQ?Q: Ohno @&  271.,1982,
entre outros). 0s niveis referidos dessas isozimas s¥%0 de cerca de 12
mg/gHb de CA 1 e 2 mg/gHb de CA 11 (Tasghian e Carter,1976), ou 4,89mg
e 0,60 ng, respectivémente, por mililitro de conceﬁtrado de eritrdéci-
tos (Hondrup gz¢ af.,1980).Apesar da Ca 11 apresentar concentra¢fes ate
8 _vezaé menor do qﬁe a CA 1,sua atividade especifica para o COz ‘é 5
- _vezes maior, sendo responsivel por 80% da atividade total da anidrase
cafbﬁnica eritrocitaria (wistrand,1951).

‘A CA Ilf, descrita recentemente,'representa apenas 1%
"da anidrase carbdnica eritrocitaria total, e, sendo sua atividade es- .
pec{fica ainda menor do que a da CA 1, ela tem'pequena participag¢do na

stividade eritrocitaria total da enzima (Wistrand, 1984 a) .
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A atiﬁidade da antdrase carb®nics eritrocitiria & ﬁul—
to superior & necessaria para liberar o éOg nos capilares pulmonares,
sendo que 2% dessa quantidade‘sﬁo suficientes para essa fuhcﬁo no 'fe;
 pouso e 4% durante o exercicio (Wistrand, 1981). Entretanto, refere-se
uma diminuig%o Bignificativa_da quant idade e da atividade especrficé
ds 1sozfma CA 1 eritrocitéria, gem modtf icagles da CA-II, apdée a rea-

lizacBo de exercicio fietco (Ohno gt al.., 1982},

1.6.b - ariantes gendticas e deficifacia das isozrimas Ja  anidrase
carbdnica writroritdria.

Conheceﬁﬂée numerosas variantes eletroforéticas das
isozimas CA | e CA 11,determinadas gendéticamente, sendo as frequencias
e popul agties da ordem de 1:3000 e 1:6000 respectivamente;ﬂenhuma deg-
sas variantes relacionou~se a condigdes patoldgices (Tashian e Cearter,
1976: Tashian gt xi., 19807,

Por outro lado, =s variantes iﬁativas da CA 1, gque tém
comportamento imunoldg{co e eletrofordético indistingufvel da enzima
originsl, . té&m-ge relacionado com quadros clinicos especificos, come
ocorre éom uma variante inetiva encontrada em pacientes com acidose
tubular renal e surdez. Essa variante difere da mais frequente em ape-
has um resfdu$ de aminoécido'{Shapira et af.,18743., Outra forma de Ca
I, também itnativa, apresentando menor éfinidadq na ligag®o com o =zZin-
co, foi obeervada em uma familia com acidoseltubular renal priméria
(Konde «er af., 18782, Uma térceira varijante enz{mética inativa, des-
crita em pacientes com aldosteronismo primario, € capaz de.recuperar a’

atividade apds proceder-ge & adrenalectomia (Kondo ¢ al., 1984),
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A aspociag¥o de quédros clinicos especi{ficos com & de~
ficiéncia de CA | & sinda discutfvel, uma vez que tal deficiéncia, J4&
fol descrita em algumas famf{llias que n%o apresentavam nenhuma altera-
¢o melabdlica bu clfnica, n%o havendo sequer aumento compeﬁsatério
dés densig isozimas da anidrase carbdnica (Kendall e Tashian, 1977)...

J& a deficiénecia de CA 11 déﬂermina um quadro clfnico
complexo, como se poderia esperar pela ampla distribuig3o dessa isozi-
ma 363 diferentes tecidos.Os homozigotos deficientes de CA Il apresen-
tam ogteopetrose,acidose tubular renal e calcificagBes dos nuéleos da
bage,podendo aﬁé apregentar retardamenté menta} ﬂSly ef al.,.1983),gua-
dro clfnico esse conhecido como ”doehca do cérebro de mérmore” {(pineqple
Brain Discase) (Oblson gt é}.;19803. Nesses pacientes foram observados
aumentos, provavelmente compensatdérios, dos niveis de CA 1 e CA 111
eritrocitérias (Carter z¢ &7.,1984). A identificac¥o de heterozigotos
para a deficiéncia de CA 1] e o diagndstico pré-natal s%o possiveis
~por melo de técnicas que utilizam é inibig¥o diferencial das isozimas

{(Sundaram ¢ zl., 1986},

1.6.¢ ~ {ariagdo da anidrase carbdnica gritrocitdria durante o desen-
| valviaento
A partir da 222 semana de vida_jntré—uterina ¢ possivel
detectér—se atividade e concentracﬁés pequenas da anidrase carbdnica
eritrocitéria gque asumentam proporcionalmente & ldade gestacional, pas-
gando de cerca de 9% do nfvel do adglto ne iﬁfcid“do terceiro trimes-
Lre,para 20 a 30% desge nfvel ao Lérmino da gestac%o-(Berfenstan,1952:

Wehinger,i973; Wehinger e Peikert,1973: Bondrup g af. 19800
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DO nivel das isczimag aumenta em velocidades diferentes,
encontrando—se, no recém nascido a termo, hfveis'das ispzimas corres-
pondentes a 1/16 do nivel do adulto pera a CA 1 e 1/10 para & Ca’ il
(Hondruplgf al., 19800, |

A concentragZo da anidrase carbbnica eritrocitéria éoﬁ-
tinua aumentando apds o naescimento, sendd ésse aumento comparavel -ao
que ocorre com a hemoglobina Ax (Boyer s¢ al., 1983) e correlacionade
4 curva de crescimento estatural (Hoore, 1984). Consgidera-se que o n{-
vel do adultd seja atingido na infénclia ou na adolescé@ncieg, existindo

divergéncias a esse respeito (Berfenstan, 1952; Uehinger, 1873: Hoore,

18845 .

1ob.8~ Yariagdo da anidrase c&rbﬁnfc% gritrocitdria no curso de
doeacas hewataldgicas, cardioeulaanires, hepdticas ¢ renais.
A quantidade e a ativi&ade da anidrase carbbnica encon-
tram-se alteradasg nas anemiaa;crﬁnicas, mag n¥o nas anemias agudas de-
correntes de hemélise ou hemorragia (Lie-Injo #f a1.,1370). Ubserva-ze
aumento da CA | e dé CA 1] nos eritrdcitos de ﬁacientes com‘anemia me--
galobldetica (Ueatherall e HMclntyre,1967; Ruiz-Reys g¢ al.,1968; Lie-
Injo et'gf,,lB?O; Dunbar e Tudhope,1974), e os pacientes tratados ade-
quédamente com vitamina BfZ n¥%eo s6 normalizam o nivel &a anidrase car~.
b&nica eritrocitéria,como chegam a apresentar valor abaixo do normal
(Dunbar .e Tudhope, 1874). 0 aumento da C§ 1 € também encontrado en
puérperas com altera¢des megalobldsticas (Ruiz?Reyes,1969) e em pa-
cientes com eritropoese megalobléstica @onsequente a terapia anticon-~

vulsivante (Qropeza gf 21.,1970).
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Em .outfas anemias érﬁnlcas o dados de literaturs B30
contraditorios. Aésim, na ta]éssemia beta, tém-se relatasde atividade
normal {(Wehinger,1973) ou aumentada (Lie-Injo gf &1.,1870) de anidrase
carb8nica enquanto que na anemia ferropriva, a atividade pode estar
diminurda (Wehinger,1973) ou aumeniada (Lie-1njo @fla}“,197oj. Em negg-
8O laboratdrio observoﬁvse gue, na eletrof@rese de hemoglobina, a fafi-~
xa correspondente a CA 1 encontra-se aumentada tanto na anemia ferro-
prlQa como na talassemia betea (Ramalho,1978}, sendo utilizada cémo re-
feréncla para a avsliaglo do nfvel da'hemoglobﬁna A» através da deter-
minag¥o. do fndice HMbAZ/CA 1. Embofa a CA 1 apresente.aumento Ltante na
anemia ferropriva como na talaessemia beta, os valores desse {ndice sdo
significativamente maiores nos pacientes com trago talassémico, devido
ao grande aumento da fracg¥o hemoglobinica A, ao contrario do que
ocorre nos pacientes com anemia ferrobriva,nos guais ha diminuig3o dé
hemoglobina tolal e fragfes (Ramalho,.1978),

Jéd na anemia Falcfforme hd referé&ncias de gque a isgspzina
Ch | da anidrase carbSnica eritrocitéria encontra-se em nivel abaixo
do normal, retornando aos valores ﬁormais apds zincoterapia.

Também encontra-se nivel aumentado das anidrase carbéni-
ca eritrocitédria em alguns pacientés com leucemia (Lie—-Injo ¢ xmF.,
_1970), embora a diminui¢c¥o dessa enzima a nivel compativel com o ob~-
gervado em recem nascidog, tenha gido enconirada em um paciente com

leucemia mieldde crénica juvenil (Wehinger,1373).
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Nas policitemias também hd aumento da anlarase carb&ﬁiﬁ
ca eritrocitérih, cendo o maig importante o que 6corre na policitemia
e, na qual obsérvam*se aumenteos de 40%¥ de CA |1 e 60% da CA. 11, en-
guanto nas policitemias secundsrias s cardiopatias ciandtfcas encon-
“tra-se aumento- apenas da CA 1 (Fuﬁakosh! e Deustch;197ia).

G a2umento da CA 1 também ¢ observado em pacientes com
enf isema pulmonér gue apresentém elevag8o da pCO{Funakoshi e Deustch,
1971a) e em alguns casos de doen¢as puimonares com obstru¢Bes severas
(Lie-Ingo g¢ #7.,1970), J& em criangas portadoras de cardiopatias cia-
nélicas e naﬁuelas com insuficiéncia pulmonar n%o foran encontradés
glteragdes da anidrase carbdnica eritrocitédria (Uehinger 1873).

Com relagdc a hepatopétlas, hé referéncias somente de gue, em
pacienteg com cirroge hepédtica,ccorre aumento da isozima CA I (Lie-In-
Jo gt &7, .1870).

Ra insuficiéncia renal crénica também observa-se aumen-
to da CA I, fato que n8o tem sido considerado como mecanismo compensa-
Lério, uma Qez gque esse aumento ndoc estsd relacionado nem & duragio e
nem & gravidade dos disturbios dcido-bédsicos ou da uremia (Drukker gf
al., 1972). Esse aumento, entretanto, apresenta correlagfo mnegastiva
Com O ¢ igarence ae creatinina e SEeMpre ocorre nos pacientes que aﬁre—
sentam reserva alcaltina menor do gque 20 mEqg/! {(HMondrup e Anker, 1874),
ﬁesse modo, a acidose_também pode ser considerada como egtimulo para o
aumente da CA 1, o que ¢ refcfgado pelo fato de fetos submetidos a
acidose mno final da gestécﬁo apresentaren um aumento do nfvel dessa

isozima (Moyniham,1980). - | .
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1.6.@ ~{Variacdo da anidrase carddnica eritrocitidria nos distdrbios
harmonzis.

Intensamente estudadas téh sido ag relagles da anidrase
carbbnica efitrocitér;a com og hormbnios tirecidianos, observando»ae.
nfvel enzimético diminufdo no hipertiroidismo @ elevade no hipotiroi-
diémo. Em ambos os casos hé no%malizacﬁo apés.a corregdo do distdrbio
hormonsal (Ueatﬁerall e Nclintyre,1967; Anker e Hondrup, 1974; Lie~Ingo
i af.,1967,1970;Hagid,1970;Hoorgard~?édersen'e Lindholm,1872).

Em paciéntes com tireotoxicose a isozima CA.I da ani-
drase carbénica eritrocitdria apresenta nfvel de 37% do normazl enquan-
to a CA 11, de BO% (Funakoshi e Deutsch,iS?ia) podendo haver aumento
da concentrag%o da hemoglobina fetal {(Lie-Injo g¢ arl.,1967;: Hoorgard-
Pedersen e Lindholm,1972). & coﬁrelaq%o negativa obgservada entre o ni-
vel de tiroxina plasmiatica e a concentréqﬁo da anidrase carbdnica eri-
trocitéria (Hoorgard-Pedersen e Lindholm,i??Z; Anker e Mondrup;1874) ¢
devida ao ePéito inibidor desse hormbnio na sintese da enzima nas cé-
lulas precursoras dé gérie eritrocftica (Magid,i970a). Embora no hi-
pertirotdiems haja diminui¢¥o tanto da CA I quanto da CA 1ll,as duas
isozimas n%o respoﬁdem igualmente &s modificagBes do nivel horﬁonal
(Headings e Tashian,1970),peis a Liroxina inibe preferencialmente a
sfntese da CA 1_(Taniguchi et al., 1978,

A observag3o de que ocorre aumento da CA 1! em gestan-
tes (Heorgard-Pedersen é Lindholm,1972) e da CA 1 e CA 1} ne momento
do parto sugere que os hormdnios gsexuais Lambém possam determinar mo-
dificagBes guentitativasz deseas isczimas (Funakoshi e Deustch,1971a).
Entretanto,n3o se observam alteracBes da anidrase carbdnica em mulhe-

res que utilizam anticoncepctionais hormonais (Hoorgard-Pedersen e

Lindholm, 1972).



1.6.f = Currelacdo dﬁlanidrase cErbinfoa erffraciédr(% COM 05 NEve s
de ziowy emiteocitario e plasmat ico.

A conceniragBo de zinco eritroéitério, cerca de 1300yg¥%
no Iadulﬁo e 5004g% nho recém nascido, & proporcienal a atividade da
anidrase carbdnica eritrocitéria (Berfenstan,1952) e acompanha as -ya~
riaces dessa enzima tanto naé-situaé&es fisioldgicas quanto nas pato-
l6gicas (Vallee et ai., 1949).

A concentrago normal do zinco plasméticé varia no
adulto de 0,5 a 1,5%,g/m} tTalbot e RBosg, 1360; Prasad sof &I.,1975§,po—
dendo ccorrer alteragdes ng presenga de algumae doengéé;como ¢ 0 caso
da anemia falciforme,onde a diminuigio do zinco eritrocitério,plasmné-
tico e capilar decorrente da perda urindria desse metal, acompanha a
diminutcB8o de anidrase carbénica.eritrocitéria,.havendo retorno ac nf-
vel enzimdtico normal apds zincoterapia (Prasad g¢ gJ.,1975), Situag3o
“inversa ocorre nos pacientes com insufici&ncia renal, onde hé& aumento
da Ch ] e diminuigdo do zinco plasmdtico,provavelmente pela utilizaglo
do mesmo para 2 sintese da enzima (Hondrup é Anker,1974; Drukker ¢
al.,, 1972>., Ha anemia perniciosa, onde também se observa aumento da CA
1, tanto ¢ zinco eritrocitério como o plasmético encontram-se elevados

(Dunbar e Tudhope, 1974, ocorrendo o mesmo nas policitemias (Talbot e

Rossg, 1960},
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1.6.9 -Variac®e o3 anidrase carbSnica eritrocitdria nss aberraghes
CEOMESEON I ras. |

As primeirag avaliaqles dos niveis da anidrase carbbni-
ca eritrocitaria enm inc.iivfduos pertadores de aberragfes cromossdmicas
foram realizadas em pacientes com sfﬁdrome_de Patau (Lrissomia do cro-
mnogsomo 13)(Gerald g¢ af.,19864; Lee ef 8l.,1965; Walzer ¢ af., 1966;
Weatherall e Neclntyre,1967). Heles observou-se diminut¢¥o do nivel da_
tgozima CA 1, scompanhado de diminuigfo da concentrag¥%o da Hb Az e au-
ﬁento da concentrag?o da Hb F, tendo-se sugérido que téis alteragdes
gerian decorren£es de um retardamento na maturagdc desses pacientes
{Lee =¢ al.., 19653},

J4d nos pacientes com sindrone de Down (trisscmia do
cromossomo 21) constatou-se que ocorria aumento da quantidade de CA 1
(ehinger,1973; Ramalho,1978). Apesar de numerosos estudos bioquimicos
terem sido realizados. em pacientes com essa sindrome, o aumento de
anidraeee carbdnica eritrocitédria nos mesmos ﬁermaneceu sem malores es-
tudos durante cerca de uma década. Em 1984, Ohno o4 a7, coOm © coneurso
~de técnicas imunologicas confirmaram o aumento do nivel da isoczima CA
I nesges pacientes. Esseg autores n%o consideraram esse aumento como
‘decorrente do efeito de dose génica e sugeriram que novos estudos so-

bre a fisiopatologia da sindrome de Down eram necessdrios.
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1.7 - OUTRAS'ALTERAC8ES BiOQUfHICkS RA S{NDROHE DE DOWN

Antes de se conhecerem os aumentos da asnidrase carbdni-
ca na sfndrome de Down, outras varidveis bicgufmicas haviam sido pes-
quisadas nessa sfndfome;.pendo—ée descrito concentracﬁés. plasmétiéas
.normais'de célecio, fdsforo; dcido Urico e zinco, diminuiﬁ%o da atiwvi-
~dade da éerotonina.no sangue total e aumento de diversas enzimas conmo
& transferase do galactose-i-fosfatouridil, as fosfalases leucocitd
rias alcalina e ééida, a S5-nucleplidase leucccitdria, a desidrogenase
do b-fosfato de glicose eritrocitaria, a'NADPH-redutase.de melemoglo-
bina, a hexoquinasge e a ngfohexoquinase (Rosner gof al.,1969;Pantela-

kis gt 21.,1970). HNesges pacientes,os aumentos observades nas concen-

tragBes das enzimas hexoquinase, G-6-PD. e NADPH-redutase de metemoglo-
bina, embora signlficativos,.nﬁo correspondem ao aumento de LOX  espe-
rado caso resultassem do efello de dose génica, como cceorre em relagio
3 transferase eritrocitéria e 3 fosfatase alcalina leucocitidria (Ros-
ner gé gf.,1965%), Também a enzlima fosfohexéqhiﬁaseiépresenta' aumonﬁo
que poderla ser atribufdo ao efelto de dose g@nica (Pantelakis gt a),.,

13970%.

Uma outra enzima que se encontira elevada na sfndrome de

Pown € a dismutase de superdxlido-1l (300-1) cujo gene estd localtlzado

no cromossomo 21 (Sinet g¢ xf.,1974, Ohno eﬁ-ajn,1984}. J& o5  aumen-

tos da catatase (Ohno g¢ zJ.,1984) e da peréxidase de glutatifo (Sinet

e @l..1975, Ohno gf al.,1984) n¥o poden sor expllcados por efelto de
dose génica, mas como resposta ao aumento de peroxidases resultanbtes

do aumento da converséo dos radicatls superdxido consequentes ao exces-

so de SOD-1 (Sinet w6 ar.,1982).



Quento: &s hemogloblnaa,.a hemoglobina fetal tende &
apresentar valores menores 8o nascimenio, diminufndo mais raspidamente
nos primeiros meses, enquanto que @ hemogioblna-Ag aumenia mais rapi-
damente nesse perfodo. lsso é considerado uma pituac3o inversa 3 que
ocorre. na trissomia do cromossomo 13, isto &, ten—se uﬁa ontogénese
aceleradsa, eﬁ-relag%o_as hemoglioblinas, na trissomia do croﬁossomo' 21
{(Uilson gf af.,.1968). |

_Referem—se alteragdes hormonais nos pacientes com. éfn—
drome de Down, como © aumento de FSH, LH e'prolactina e a resposta al-
terads & inesulina (Pintor g¢ a7.,1%981). Os horm8nios tiredidiancs tem
sido pesquisados nesses pacieﬁies pela semelhanga do = quadro clfinico
com o de pacientes com hipotiroidismo,tendo-se encontrade wuma maior
frequéncia de hipotiroidismo, ou hipot;rqidismo.subclfnico (Hurdoch gf.
2l.,1877: Aldenhoff g¢ af.,1981; Pueschel & Pezzullo,1985; Loudon gf

al..1985, Cutler =¢ al.,19862.
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Conﬁiderando que og nfveis da anidrese cerblnics eri-.
trocitérie foram avaliados atd o momento em pequeno nudmero de paclen-—
tes com sfndrome de Down (Wehinger,1873;0hno pgf a]u,19845, e que nes-
pes paclentes n¥o foram éstuaados os fatores que podem modl?icé-loé,.o
praazente trabalho'fem por‘objeﬁivo caracterizar as alteragles que .fo*
ram observadas por Wehinger (1973) e Ohno gt x7., (1884), investigando
em pacientes com s{ndrome de Down 2 concentrac¥o protéica da anidrase
carkdnica eritrocitéris e de céda igsozima, bem como & atividasde enzi-
mitica total, verificando, Bimu}taneahente, ag niveis de ZinCco plasmé-

tico, de tiroxina (T4), de triicdotireonina (T3) e de hemoglobina,



111. CASU{STICH E_BETOROS

111,31 ~ Ceeufetica
| A capufstica estudada consistiuv de 32 pacﬁentes porta-
dores de sindrome de Down, todos com idade superior a 5 anos e prove
nientes do gervigo de Genédtica Clfnica do Departamento de.Genétlca Heé -
dica da Faculdade de Ciéncilas Nédicas da ﬁniversldade Estadual de Can-
pinas .(UHICAHP), Cempinas, SP e das escojas da Associa¢§0 dog Paig e
Amigos dqs Excepcionais (APAE) das cidades de_Sumaré, SP, e Araras,SP.
Os 41 individuos do grupe controle,por sua vez, foran
um irm3o e/ou um genitor de cada paciente estudado, levando-se em con-
élderag%o que esses indivfduos tém em comum com o8 pacientes, em mé-

dia, a metade da constelagdo génica, além de compartilharem do mesmo

anbtente.

111.2 ~ Obtengho des emostrae de sangue

Apds repouso de uma hora, procedeu-se & coleta de san-
gue, por pun¢¥o venosa, utilizando a heparina sdédica na raz3o de 0,01
a 0,02ml/ml de esmngue como anticoaguiante. Utilizou-se somente serings
e agulha descartédvels para esse proéedimento.

0 volume de sangue eoletado;‘em cada cago, fol de cerca
-de 5 ml, separando-se uma alfquota de 0,5 ml para realiéaé%o do estudo

do caridtipo, quando necesgario, e uma de 0,5ml para a dosagem da he-

mdglobina totsal.
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Og reastantes 4 ml foram céntrlfugadoa a 1800rpm, duran-
Lte 10.m1nutgs, gendo O b}asma assim obtido estocedo a -209C para pos-~
terior dosegens de zinco, T3 e T¢, O concentrado de hemécias, por ou-
tro .lado, fol.lavado 3 vezes em solug¥o salina é 0,9%, separando-se
apés = dltims centrifugabﬁo, tLambén de 1800rpm -durante 10 minutos, ums
alfguota de 1 ml que fol estocada a —-20°C, para posterior ektrag%o_ da
frac¥e protéica cérrespondente & anidrase carbdnica.

Ao restante do concentrado de hemacias adicionaramfse 3
volumes de égua destilada para hemdélise, seguindo-se 2 sceparagio do
estroma pela adigZo de igual volume de clorofdrmio, agitag@o vigorosa
da mistura e centrifugagfo a 6000 rpm durante 10 minutos..c gobrena-
dante destinado 2 determinac3o da attvidade da anidrase carbdnica fol
ent¥o dilufdo na razio 1/10 (v/v) em égua degtifada, obtendo-ge um he-
molisadoe na diluig¥o 1/40 (v/v). Todos oé procedimentos que se segui-

ram & coleta, incluindo o transgporte ao laboratdrio, foram realizados

a temperatura de 4%C.

111.3 ~ Andélice ércmoas&mica
| Az culturssg de linfécitos foram feitag de ac&rdo com &
técnica modificada de Moorhead gf af (1360} descrita a seguir.
Da- alfquotg de sangue venoso heparinizade separou-se
0.3 ml (15 gotas) que Foram adicionados a um frasco contendo 5 ml de
meio de cultura HAH F-10 com 20% de soro fetal bovino e 0,1 ml de fi-
to~hemagiut1n1na, tncubando-ge o frasco em estufa » 37°C durante 72
horas. Cerca de 30 minutos anies da interrupgic da cultura adicionou-

se 0,1 ml de colquicina & 0,04 umH.
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Ao retirar os framcos da estufa, eles Foram agitadoa e
em.seguida centrifugados a_SOQrpm durante 5 minutos, desprezando-se o
.Bobrenadante.RealiéQu-se o tratamento hipoténico progressivo pelas lLéc-
nice de Pinto Jr? acrescentando-ge a cada tubo § m! de ume solugdo de
KC! a 0,075 i por 5 vezes, com intervalos de 10 minutos; Interrompeu-
ge a hipotonia pela ad}cﬁg de 0,5 mi de fixador (solugio de metanol e':'
ééida acético 3/1 kv/v)),e éentrifugou~se'o rmaterial durante 5 minutos
& 300 rpm, desprezando-se O gobrenadante., Apés ressuspender-se o.matc—
rial em 4 ml de fixador,procedeu-ge = nqva_cehtrlfugac%o a 900 rpm du-
rante 5 minutoe.Esse procedimento foi entfo répetido por mais 3 vezes,
e apés_a ultima centrifuga¢sdo, o material obtidolfof utilizado para a
preparac8c das l&minas, coradas pela imersBo em uma solugdo a 6% de
Giemss em tamp%o Sorensen a ©,05 H,pH 6.8 durante 10 minutos. Nos ca-
E0E em {ue ae-detectaram translocacBes € mosaicismos,as preparagdes
obtidas foram posteriormente submetidas a técnicas de produglo de
bandags G {(Banchez =¢ g!.,1973) e bandas § (Caspersson gf al.,19702,

.Nos pacientes com gindrome de Down analisaram-se ini-
cialmente, 11 metdfases e, nagueles ém que foi detectado mosaicismo,
aumentou~se a andlise para 50 metéfases. Da paciente na qual n%o se
.detectaram células +trissbmicas em linfdcitos de sangue periférico
(L.B.A), obteve-se material de bidpsia de pele para cultura de fibro-
blastos. Jé& noe individuoe que congtitufram o grupo coﬁtrole, analisa-
ram—éé 32 metéfases de cadé um deles, o que.permitiu afastar os wmosai-
ciemoe de até 5% com probabilidade de 80,6%, e de 10X com probabilida-
de de S96,6% (Beiguelman,1882> |

= ik S e T A e P e S A PR P VAR Tt s, o S o e e

weomun fracdo pesyoal .



111.4 - Dosagens bioqu(ﬁicaa

11f.4.a~ QuantificagZo da hemoglbbina

A quantificagdo de hemoglobina tota} ¢ da hemoglobina
presente no hemoltsadd utilizado paré a dosagem da atividade da ani-
drese carbénicea erltfocitaria Foi felta pela determinagdo da absorban-
cia do hemolisado diluido 1000 vezes em agua destilada em 546 nm. Para .
o céleulo de concentragiio da hemoglobins utilizou-se o coeficiente de

extinc3o nolar da hemoglobina,nesse comprimento de onda,que ¢é de 13,8.

111.4.b~ Deterningg¥o da sbividade da znidreose carbSnica eritrocitaria
Realizou-ge a determinagfo dea atividade total da ani-
-drase‘carbﬁnlca erltrocltéria segundo modificabéoidp Ltdcnitca degcrlita
por Tashian (1969), usando-se o© acetato de alfa-naftila &omo substrato
da enzina.
Em dois tubos pipelou-se 0,05 ml]l do hemolisade dilufdo
1740 (v/v) em dgua destlilada, ao qual acrescentou-se Ilml de acetato de
aifa-nafttia a 1,7mM em tamp3o fosfato 0,02M, pH 7,0, contende dioxana
a 2%. A um dos tubos adlcicnou~se,antes do subgtratao, 1lml de aceiaZO*
lamida 2 B8mM em uma solugio diluida de HaOU,seguindo—se incubacgo eh
banho-maria durgnte QO;minutos a 379C., Ho outro Lubo a aéetazolamid#
foi édiclonada apds o ﬁerfodo de Incubag¢do. Ao final acrescentou-se,s
.ambos og tubos, 0,5ml} de 5~cloro—o~tolu1diné (Fagf Red-TRsalf) a 2 mg/

ml em uma solucgfo de laurilsulfato de sddic a 1,2%.
—
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Apds sguardar 15 minutos para o completo desenvolvimen-
to da‘cor mediu—ee_a.absdrbﬁncia em 5565nm, contra tubos brancoe ceontendo
dgun déstilada em.iugar da enzima e seguindo os mesmog procedimentos
'aclma!isto &é,um tubo branco recebeu iml de acetamzolamida no infcio da

incubag®o enquanto qﬁe 2o outro acregcentou-ge esse inibidor apdés 20
minutos de 1ncuba¢§o a 37°C Durante o ensajo manteve-se o pH da mis;.
‘tura de reag¢¥o entre 7,0 @& 7, 2I pots valores de pH superiores 2 eéses
determinam hidrélise espontlinea e significativa do acetato de =alfa-
naftila (Eestriner,1%970). Todas as determinaqﬁes-f&raﬁ realizadas en
duplicata.

A atividade da anidrage carbbnica eritrocstéria corres-
ponde & diferencga N A = (A535Tubo 2-- AzssTubo 1) sendo o© tubo 1
agquele que recebeu aretazoiamlda no infecio da incubag¥o e o tubo 2 o
que recebeu esse inibidor apos transcorridos os 20 minutos da incuba-
¢ho 8 37°C. Considerou-se 1 unidade (UY) de atividade como 1 gmol do
acetato de alfa-naftol produzido per minuto por ml de hemolisado. A
atividade especffica fol calculada enm relac®o 2 quantidade de hemoglo-
bina (mg/ml) presente no hemolisado e expressa en Y_/mg Hk, Has con-
dicBes citadas acima, a atividade enzimitica (U/ml) é func®o linear da
concentracio do hemelissedo, avaliada pela concentlragso de hemoglobina

(mgHb)mlf, como mostrado ns tabela 2 e na figura 1. Como consequéncis,
adotau ge = diluiclo do hemodiaado a 1/40 para ae determinaqﬁes da
atividade da anidrase carbdnics erntroaitéria po:s egsa diluicgdo for-
nece valores de absorbincia adequados. Testou-se a reprodutibilidade
da técnica pela determinagZo da atividaae da anidrase carbbnica eri-
trocitaria en 10 alfqﬁotas de 0,05 ml do hemolisado dilufde a 1/40 en
dgua destilada (v/v) de unm indiv{duo adulte magculino normal,obtendo-

se o coefictente de variag¥o menor que 10%,como mostra a tabela 3.
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TABELLE~Z - Atividade da @nidrase carbdnica eritrocitdria (U/ml)

A AN e . i R —

~giluice  Bhnelnl

17100

1/ 80
i/ 60

1/ 40
is 10

1,98
2,78
3, 36
5, 46

2,66

&=%
0,030
0,045

0,094

0,136

O, 548

=2
0,048
0,065
0,126
0,177

0,620

it 3 Bk Sl ek et il A el Al Bl A S

diferenca  Ulml

0,018 1,80
0,020 2,00
0,032 3,20
0,041 4,10
0,072 7,20

e i i T e e i = R T — T S T T

A-1 e B-235ivp as adsorbincizs dos tabos que receberan acetfamolamida

:

______ Qe inicir g Agei st nloutos de focudac e a.2lel resescé ivanenlie
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i,8 T . Hhmgéml
1,98 - 22,86
INTERCESSXO = 1,922  INCLINAGZO= 0,24 r= 0,9545 |

—— - ——— - ——— —— S e sl Y e S Reh ik AT B S S T

Figurcal= Correlag3c entre atividade enzimédtica da anidrase carbdnica
eritrocitérie tokal & em concentrascBes de homoglobing em 5 diluigles

do hemoligade .(r= 0,35). R setw indicea a concentracio de themoglekina

EQQQﬁﬂ@“EﬂtE,Q_QQEQDMLHQQEQMQQ_QLLﬁlﬁﬁdQnﬁnﬂlm§§1§§¢““-__-n_____;;;__“
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TABELA-3~-Dsterminagto da atiﬁidade da anidrase cérb&nica eritrocitéria.
en 10 &lfquotes de 0,05 ml do hemolissdo dilufdo em égua des-

tileds 1/%@_(v#v> de um individuo megcul ino adulte normal.

A~1 A-2 N A

1 0,032 0,113 0,021

2 0,086 0,107 0,021

3 0,089 0,108 0,019

4 0,091 0,112 0,021

5 0,091 0,i14 0,023

6 0,08E 0,106 0,021

7 0,088 0,110 0,022

8 0,081 0,105 0,024

9 0,082 0,107 0,025

10 0,085 0,110 0,025
H£DIA 0.087 0,109 0,022
'DESVIO PADRAZD 0,0038 0,0031  ©,002

COEFICIEETE DE VARIARCED 4.40% 2,828 . B,26%

T T TR T T S i e Y O P T TN 2N e O A A W AVS Y et A S M O M Y K M T e S e Jerte B D W R TN G S T i e e A e Y SN Ak, e S S WA BN A RA Ny W22 R DD O

A~ e A-2 58y as absorbdnciay dos fubos que recebgran acefaroelamids

]

DO ind i g ARy SR alnnt e e dnoubacdn A 3280 respectivansnte



111.4,c. Quanti?icac%o Protéica da anidrase carbbnica eritrocitéria

Extracio dz onzima- Para a obtenc¥o de uma solug3o de
anidrase carbbnica efitrﬁciﬁéria parciaimente purificada utiiizou-se.é
técnica da exrtraglo pelo etancl-clorofdérmio (Heldrum e Roughton,ié33b}
Nyman,1961;Rickley st a7,19b64 e Taéhian @ Carter,1976). A adaptagde
descrita a seguir fol a que apreéentou ﬁelﬁor' reprodutibilidadé em
noeso laboratdrice, com coeficiente dé varia¢gio menor que 5%, como mos-
tra a fabela 4,- |

Hemol igou-ge 0,5 ml do concentrade de hemdclas lavadas
com 3 volumes de &gua desttilada gelada (4°C), ficendo a mistura em re-
pouso durente 30 minutes a 4°C. A seguir, mantendo-se o hemolisado em.
banho de gelo,acrescentou-se,gota =2 gota,simultaneaﬁente ¢ sob agita-
¢%c constante,O,5ml de etanocl a 95% e 0,62ml de clorofdérmio,ambos &
'temperatura de O°C;mantendo—sé a agitago aurante maig 15 minutos. A&
pseta ezpesea obtida perﬁaneceu em repouso, em banho de gelo, durante
outros 19 minutos, seguindo-se s centrifugacio dd materia] em. centpr (-~
fuga refrigerada a 4°C,durante 30 minutos, a 6000 rpm.Filtrou-se o so-
brenadante e procedeu~se a nova centrifugaq%d do mesmo apés.a adigdo
de 0,1 ml de c}oroférmio gelado. O sobrenadante obtido prestou-se &
realizagio da eletroforese da anidrase carbfnica e a2 dosagem da pro-

teina.

Dopegem de concenirec®o de protefna-A dosagem de protef-
na da soluc¥o de anidrase carb&nica foi feita pelo método da reag¥o do

biureto (Layne,1357),com pequenas_modificaqﬁes,como dgescrito a seguir,
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TBDLLA 4- Dosagem protéica pelo método do biur@to, de B8 soluglier de
enidrege corbinice obtiden de oxtragles simu!t@n@aw.'eh slfquotes do

ume snostre de gangue venose do um (ndividuo norms) do gexo feminino,

1 0,330

2 1,040 B&dia=0,941 DP. = 0,046
3 0,930 | |
4 0;930 Cooficionte do variaglio = 4,87%
5 0,970 |
) G,810
7 0,930
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Acrescentou;se 0,5m] da solugBo de anidrase carbOnica
parcialmente purificads a 2m] de soluco de biurelo.Apés repcocuso du-
rante-Bb miﬁutos é.iempefatura anbiente, madiu“se.a absorbé&ncis da so- .
luglio en 546nm.0 célculo da conceniragfio de pfotefna;em.cada . amog-
tra, foi realizado pela comparag¢Bo dos valores de absorb&nﬁia 6btidos_
com agqueles de uma curva padf%o preparada com goluc¥oc de afbumina ‘bo-
vina.Com og dados Ga céncentraéﬁo de protefna da.soiuéﬁo é o volume
total obtido ns purificacdo dé 0,5m)l de concentrado de hemicias, cél-
culdu-se a concentrace de anidrase carblnica por ml de concenirado de
‘hem&cias pela férmula:
mg/ml heméciaé = {RImg/ml_ga golugHelxlivolume da solucdo (mi2l)

[vol, do concenirado de hemacias (ml)]

-Eletrafcrese de anidrasé darbSnica— A eletroforese para-
determinac¥o das proporgles das isozimes da anidrase carbbnica eritro-
citdrta foi realizadz em fitas de acetalo de celulose, em tamp%o tris-
glicina pH 8.6,s0b 180 volts,durante 1 hora.Nessas condi¢Bes obtém-se,
& partir da origem, 3 bandas,-a gaber C3 11, CA 1 e CA 1-1 gendo a 22
banda a mais concentrada (Ruiz-Reyes e Ramifez—Zorrila,lQ&B{ Tashian e
Carter,1976). Ao término da eletroforese realizou-se a coloragio das
fitas mantendo-as imersas em uma soluc¥o de amido ﬁegro (0,59 de amido
negro em 45ml de metanol,10ml de acido écético e 100m]l de agua Dbides-
'.tilada) durante 3 minutos. A sequir,rsalizou-se a.descoloragﬁo do Fun?
do pela imers¥oc das Fitas,sucessivamente,eh 3 cubas contendo solucdo
descorante (45m! de metanol,10m! de &cido acético e 100ml de égua bi-
déetiiada) durante 1 hora nas primeiras 2 cubas e de 16 a 20 horas na

Yitima.
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Apde @& fixac¥o procedeu-se 2 diafanizacgB®o das fitae de

acetate de celulore pela gua depidrategd¥o em metano) duranta 30 segun~

 dos scgu1da pela 1mers%o emn uma soiuc%o conatiturda de 17 ml de meta-

2,8 mnl de &cido acdltico e 0,2 de glicerol durante 1 minuto.Aa fi-
Ctas foran entdo montadas emn lamiﬁas e incubadas durante-Bo.segundos em
egtufa a 6HO0°C. A dengitometria dasg fitas diafanizadas,em 578nm, forne-
ce um grafico que dpresénia 3 picos correspondentes as isozimas CAmii,
Ca-1 e Ch—lii}, como tlustra a Fig.2. Por meétodos de integragdo dasﬁ
curvas obtidas pbde-se cal;ular o5 percentuais de ceda isozima. Assim,
- econhecendo~-ge a condentrac%o de protefna-présente na solﬁc%o utilizada
para eletroforess, foi.possfvel egt imar a concentragio de cada iéozi—'
na, ' sendo os.reéultados dados em miiigrama de pfotefna por mililitro

de concentrado de hemicias (mg/m!’.
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Figura 2 ~ Esquema de eletroforese de anidrase carb8nica eritrocitiria

e respectivo perfil densitometrico.



111.4.d - Dosagem do zinco plesmético

0 =zinco plasmidtico foi dpsado de acordo com o© método
proposto pela Unicam:para a2 dosagem no espectofopﬁmatro de absorg¢io
at&mice modelo Unicam SP 30 (Finc in Lilood sérum,ﬂﬂfﬁ&m'atamfc absor-
:ffan b hod ENE, Fae hicam mwfhmd sheels N TOGH ﬁﬁ?@.ﬁtmmfa ﬁhsmffﬁon
Spectophotomster). Realizou~-ge & desgproleinizagio dellml de plasmwa pe-
la adi¢%o de igual volume de &cido tricloroacético a 10XK.ApsGs agibacio
e ceririfugac¥o a 3000 rpm,durante 20 minutos,o sobrenadante foi
transferido para tubos graduados,anotand&-se o volume e adicionando-
ge, 280 mwesmo, dgua desionizada oté se obter um volune finél de 10ml de
solucBo,que foi ubtilizmada para 2 leitura da absorb8ncia. A concentra— 
" ¢Ho de zinco,em cada amostra,expressa em yg/ml de plasma,foi célculada
pela comparagio da sbsorbincia da amostra com aguela fornecida por una
curva padr¥o.Para evitar contaminag®c pelo zinco,lodo © materizl de
vidro utilizade nessa determinag¥o foi préviamente lavado com 4acido

nitrico.
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ill.4.e - Dopagone do T3 e T,

Bg dosageng dos hormbénlos tireéidiaﬁcs Ty & Tg foram
realizadaa por radloimuncensalo, vtilizando -g2e¢ © "kit" Tfllab—RIE T3/
T4, conforme a rotina do_laboratério do Departamsnto dGlPatolog!a'C[f-
‘nica da FCH da UNICAHKP, sendo os resultados expressos em y4g/dl para o
T4 e ng/d! para o T3.

Dogagen de T3: a 0,1 ml de 88ro adicloncu-ze U,1iml de
anticorpo anti-Ty e 0,2ml de T3~'351.agitando~se ne "Vortex”, Apds in-
cubac¥o a 37°C durante GO minutos acregcentou -se 1ml do segundo antl -
corpo e manteve- se em repouso a bemperatura ambiente durante 10 minu-
tos.Em seguida & centrifugagdo a 3000 a 4000 rpm.durante 20 minutos
~ decantou- se © sobrenadante por invers3o e-realizou-se a contagem em
contador gama por i minuto. Obteve -se a concentrac¥o de T3 através do
cdlculo do percentual de ligag¥o realfzado pela comparacdo da mdédia
" das. leituras das duplicatas apds per descontado o tubo branco com umsa
curva padr3o obtldé por 5 padr8es que acompanham o "Kit.”

Dogagem de T4:a 0,01 m! de sdro adlcionou- ae b,lml de
anticorpe ant! -T4 e D,1iml de Tﬂ-'z51,agitando-se ng "Vortex”. Apde in-
cubagdo a 3%”0 durante 60 minutos acrescentou -se iml do segundo antl -
corp§ e mantever se em repousso a temperatura ambiente durante 10 minu-
tos.Em seguida 3 centrifugag¥o a 3000 a 4000 rpn dufante 20 wlnutos
&ecantou-ée o sobrenadante por invers¥o e realizou se a contagem en
contador gama pbr 1 minuto; Obteve ‘se a concentrag®o de Tq através do
‘célculo do percentual de llgag¥o realtzado pela comparagio da nédia
daz lelturas das duplicstas apds ser descontado o tubo branco com uma

curva padr#o obtida por 5 padr@es que acompanham o "Kit.”
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~111.% « Andlipe estatimticea

b comparacBo das médias des varidveis quantitativas ob-
tidag no grupé de.pacientaé com trissomia livre do cromosgomo 21 e no
grupo controle, apds verificaglo de gue as mesmas tinhém digbiribuig?Zo
normal, foi reulizada pelo bteste L §9 Student, enquento que s invest i~
gagio de associac¥o entre as varidveis,em csda grupo,fol avaliada pelo
céleuvlio do coef}ciente'dé correlago simpies.-Em ambog of casos, ado~

tou-se o nivel de 5% para a aceitag®ce da significancia,
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IV.1 - ANALISE CRDHDSS&HiCA _

| Dos 32 pacientes com sidrome de Down, 29 eram pﬁrtadorqs

de trissomia iivre univarsal,z_aprosenLaQQm mogaicismo (L.B.A com 100%
das meﬁéfases en linfdcltos normals e 80% das metéfﬁées em fibreblas-
tos triés&micas do cromossomo 21 e R.J.{4.G. com 2% dag melifases em
linfécitos com a trissomia do cromossomo 21) e uﬁa paclente (H.C.CJ
apresentava translocag¢¥o Dg2lg nSo herdada. |
Dos 41 individuos do grupo controle,oc exame do cariosti-

po fol possfvél de ser-reallzado.em_BB deles. Dentro desse grupo Ide—
tectou-se mosajcismo cromozsfmice baixo em 6B genitoras'dos propod=sitos,
sendo 5 delas com 2% de mosalclsmo de trissomias do grupo .C (J.R.R;
H.5.F; H.D.C; M.H;R.C. e C.C.M.} e uma (J.R.N) com 2% de mosaici{izmno da

triggsomia do cromossomo Z21.

~1V.2 =~ DOBAGERS BIQQUINICAS

A discriminacgBo dos valores das Qariéveis estudadas nos
pacientes com sf{ndrome de Down com trlssoiia livre encontram-se nas
tabelas 5 e b, enqguanto que as tabelas 7 e B relacionam tais valeores
observados nos individuos do grupo controle sem mosaicismo cromossOmi-
co detectado. As tabelas 9 e 10 relacionam, respectivamente, o8 valo-
‘res observados nos pacientes com s{ndrome de Down devido.a tranéloca—
¢%c Dgl2lq (1.paciente) e mosaicismo da trissomia do comossomo 21 (2
- pacientes), e nas b genitoras portadoras de aneuploidia em mosgaico (9
delas com trissomins de cropossomos do grupo C e 1 com trissomia do
cromossomo ?21). Ds dados relacionados nas tabelas 9 e 10 ndo foram in-

clufdoes na analise estatistica,
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THBELA _B-Doragene de anidrage carbbnics eritrocitéria em pacientes com

"Eindrome do Down devido B trigsomis

Yivre do cromowmomo 21,

3 ol W Y TR e Bk TN OER DL FRC e FE MM BT KW e G R M i G ks Dk e e i Sk e e e s e Gl oy P e R F W R B T U P M G Al TR S et e o P SRR T R A G it i et e P B Sl e

2tividode
(U/mgHb)

Paciente
i~ AAP
2- CRHR
3~  AHJ
4- RPP
5- LPR
&~  PHD
7= ER
g~ ASd
9~ HAAH

10- EC

11— DHS

i2- LRR

13- ACG

14— ECF

15~ JED

16~ JBC
17~ SSB
18-~ RCC
i9- CRNP
20~ Cl

25— HHC

22—~ 5pP8

23— ACB

24 LC

25~ HLG

2b=- HAL
27~ 1HP
2B~ SHF

29- HJIH

e e e ] i S e A, A ] Sl A Bt A b

ldade
{anen’

OO NS NP oMo O

Chtot sl

Ang/ul)

3,54
2,16
1,95
2,18
3,03
2,60
2,52
4,05
1,54
2,08
1,43
2,26
3,43
3,42
3,40
2,47

3,06

2,46
2,27
2,72
1,87
2,90
2,20
3,20
2,45
3,82
2,58
2,42
2,38

Call
(ng/mi)

0,26
0,52
0,08

- 0,22

0,13
0,61
0,33
0,68
0,57
0,29

0,10

0,23

0,35

0,24
0,22
0,26
0,54
0,22
0,35
0,47
0,10
0,28
0,12
0,24
0,60
0,65
0,35
0,31
0,67

Chl
(mg/mi)

3,17

1,00
1,71
1,79
2,84
1,94
1,87
2,75
0,97
1,79
i,21
1,86
2,87
3,11
2,91
1,84
2,33

2,14

1,71
2,19
1,77
2,37
1,77
2,66
1,85
2,69
1,94
1,97
1,72

Chltotal
{mg/ml)

3,28

1,64
1,87
1,96

1,98
2,00
3,37
6,97
1,79

1,33

2,03
3,08
3,18
3,18
2,21
2,52
2,24
1,92
2,25
1,87
2,562
2,08
2,96
1,85
3,17
2,23
2,11
1,72

1,00
0,61
0,32

0,42

0,32
0,28
0,46
1,30
1,31
0,19
0,85
0,47
0,86
1,37
1,54
0,33
0,17
0,58
0,44
0,71
0,60
0,34
0,22
0,59
0,48
0,69
1,76

0,14

0,51
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TABELA _b-Dogungens de hemoglobina zince plasmébico T e T4 em paci-
entes com oindrome de Dowun devido & triseomia livre do cromosgone 21,

L I P P TOR WIS AN A T et T Rk 40 TS PR T e e e e i Lk T T P P sl e e S S A N W GRR  ~ g en BR e LT A B e o Tl P A g

Faciente He(ghk)  zincolyg/mlt? (ngsdiy V4cug/dly

2~ CRH 14,32 - 165,00 9,00
3~ AMJ 2,83 1,42 . 150,00 7,40
4- RPP 14,62 120,00 9,80
5~ LPR 12,53 0,99 62,00 8,00
6~ PHED 11,04 1,13 70,00 8,00
7- EA 13,09 1,87 - 78,00 6,80
8- AS.J 2,60 '
9-MAAHM 12,78 180, 00 3,40
10~ HC 14,83 1,28 150,00 5,20
11- DHS 9, 36 0,69 £4,00 6,70
12—~ LRR 12,88 1,42 110,00 6,60
14- ECF 2,16
15— JED - 1,42
16— JBC 13,65 30,00 8,40
17~ SSM 11,76 ' 160,00 10,00
18- RCC . 13,70 100, 00 8,40
1 9-CRNP 11,86 . 125,00 6,80
20- C1 14,93 1,7¥ 110,00 7,80
21 HMC 13,91 125,00 6,40
22- 8PS 15,54 125,00 9,80
. 23— ACB 13,81 '
25- MLG 12,88 1,28 84, 00 9,20
26— HAL 13,96 1,72 80,00 7,50
27~ 1MP 0,54 .
28~ SHF 14,01 0,84 120,00 8,80

29~ HJH 11,25 0,99 . 1GC,00 7,80 .

SEF S0 T IIT BN T T O AL DN BT T s 30N NN DI B T R S e T T A e O, WO T W T TR0 TR TS AN IR M O SO BTN S T K St T T T, A T T W LS el e Wk I e T, TR W T G Y TED may



44

M iy i e B AR L T o e i e Am o e e fopn e it e A Al L AL AL Y S A AT A P I S B Pt L S B S . B e e R FTUT e T S e P v s e s o g oo

TEBELAE_..7~ Dosagens de snidraspe carbbnica eritrocitdria om

go grupe centrols

individuor

i o R W T R e T W N R P G G G T G D e Tow G et W £ W G A T A Sy NI ST 2 A LT O G P OO A M I O I E L STF AOR I GRS LY O O A e PG IO Rl MG P MM P B G A W TN FaR e aE

Contrelie l1deade 8@KOI Chtotel
Amg/mld

1 - JED
2 - ASH
3 - CHI
4 - CSH
5 - JDC
6 = MALG
7 - BJBA
B - JVM
g - FC
10-  EAP
11- CRH
12— FPR
13- AR
14~ BSD
15~ FRF1!
16~ VLPS
17- HACC
18- IGP
19-  RAGF
20- TRS
21~ ASF
22- LSA
23- MARNC
24- BAHS
25— OAP
26- 1HC
27- NGCG
28~ MHS
29- 1CC
30- HEB
31- HMSD
- 32- GL
33-  CC
34-  LP
35- AFT

Il e i TR AT o o e . Akl sl b S S PY P Y. o e ey

(enor)

)
10
10
11
11
20
33
41

RO R B B B Be By B B B e B i) B IO B B B e B0 B B T B B R R e R = =

0,90
2,95
1,26
0,74
1,27
2,36
1,45
1,34
1,34

1,80
2,85
1,51
2,42
1,59
2,08
1,41
1,87
2,36
1,57
3,38
2,48
2,34
2,34
2,95
3,52
3,24
1,42
3,06
1,28
2,83
2,36
1,74
2,24
2,45

Chltobsl

Call Cal
(mg/ml)y  {mgdml)  (mg/ml)d
0,21 0,65 0,69
G, 40 2,40 2,58
0,15 0,88 1,11
0,66 1,86 2,08
C,42 0,85 0,806
0,19 2,17 2,17
0,29 i,10 1,16
¢, 3t 0,80 0,88
0,13 1,15 1,21
0,34 1,43 i,48
0,43 2,00 2,43
0,41 1,03 1,20
0,82 1,52 1,59
0,23 1,23 1,36
0,21 1,66 1,87
0,35 0,96 1,06
0,33 1,44 1,44
0,30 1,98 2,06
¢,13 1,28 1,44
G, 20 3,11 3,18
0,70 i,78 1,78
Q,41 1,60 1,83
0,35 1,79 1,85
Q,25 2,48 2,60
0,54 2,45 2,98
0,16 2,75 3,08
0,18 1,18 1,24
0,36 2,50 2,70
0,20 1,08 1,08
0,14 2,40 2.65
0,23 2,05 2,13
0,27 1,19 1,47
¢,08 2,02 2,16
0,44 1,90 2,01

0,36
0,32
0,54
0,17
0,35
0,52
1,02
0,81
0,98
0,31
0,64
0,53
0,46
0,75
1,57
0,36
0,66
0,55
0,10
1,43

1,63

0,44
0,95
1,59
0,77
1,62
0,60
0,72
1,31
0,60
1,36
0,34
0,24
1,45
0,30

b ividsde
(U/mghbk?

e e A e ke . . T AR W T WY P e ey dope o e . i ) e e e
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Controle Hib (a1%)} xincm(ugﬁnﬁt:(ng/dl) Lgcug/al?
t- JED 12,17 100,00 6,80
2- ASH 12,94 : 125,00 8,00 .
3- CNI 13,40 1,28 145,00 7,80
4~ {SH . 13,19 0,84 150,00 7,00

.5~ JDC 14,32 1,57 150,00 7,80
&— HMAQG 16,57 2,16 50,00 6,00

- 7- BJBA 12,27 100,00 B2,20
8- JVH 12,26 1,13
Q- FC 15,77 0,54 195,00 6,80

11~ CRH 13,81 210,00 9,60

12- HPR 12,78 e 88,00 7,00

13- AB 10,75 160,00 11,00

14~ BSD 14,21 78,00 6,40

15- FRFI 11,30 :

16~ VLPS 12,89 110,00 6,80

17- HACC 12,53 2,16 -~ 120,00 7,80

18- IGP 11,25 120,00 6,00

18- AGF 13,60 90, 00 10, 50

20~ TRS 3,61 1,13 145,00 15,00

21—~ ASF 2,76

22~ LSA 14,73 75,00 5,00

23~ HARHC 10,74 2,46 78,00 6,10

26— 1HC 2,31

27~ HGCG - C2,01

28~ HHS 10,18 2,01

29~ 1CC 1,87

30~ HHB 16,00

31~ HMSD 1,72

32~ GL 15,39 2,31

33- CcC 13,60 1,87

34- LP 1,42

n-nn—-u“—un—-wu—----uu—u—-n——-—r-——u—u-—-—.—-——--uu—__-w——_-—mu.—-——_-...u.--__a_-.-..-———__‘...._
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TEBELA_S - Dosegens de snidrase cerbinice eritrocitdris em pacientes
com sfndronre ¢e Down dovido a traneliocsg¥o ou mopaiciemo,
envelvends © cronpossome 21, '

D TR AN WA Y W A M1 ST ITH TG AP P AR I W G2V e P e S W S T M S i C0Y NP o B e A ST M e B e P A M B il WA Mk ke ek AR ol e e - W A P W M e B ek B A W

Paclonte ldede Caridtipo Hb Chtotal CAll CAl CAlTot 2tividade
(anoe? (g%) (ng/nld{mg/m1) (ng/nl1d (ag/nml) (U/ngHb?
I- HMCC 20 a6,%X,t (Dg2ig) 1,53 . 0,06 1,34 i,47 1,24

2- RJIQG 22 46,%AY/47,¥Y,+21 16,26 2,10 0,34 1.76 1,76 0,41
3- LBA 16 46,XX/47,%X,+21 12,58 3,30 0,75 2,45 2,56 0,60

b i S . - S T T S E e Ao e e A AR L et o . S - A S i S R T . e b S e e 4301 A B e ek b ks el e L S e Fibe U Wi e e Sy i v s S S — ——— T I T

- TABELA_1G -~ Deosagens de zanidrase carbdnics eritrocitéria em genitoras
' apresentande wogsictane cronosadnice diverse baixe em
culturas de linfdcitom,

____________________________________ e e e e e e e e e e S o " T 115 e 8 bk S o 1 . 1. e et e

Paciente Zdaé@hCariéiip@ Hbk  Chtotgl CAll CCAI CATkobt Atlvidads
(anog? (gh) (mg/nll)(rg/al) (ng/ml) (mg/nl) (Uagkb)

1~ JRR 40 46, X¥/47 ,%X,+8 14,35 2,67 c,28 2,36 2,39 a,62
2- HMSF 46 46,XX/47,XX,+C 12,83 1,36 0,09 1,15 1,28 0,34
3~ HDC 58 46 ,XX/47 ,XX,+12 13,40 1,86 0,19 1,55 1,67 0,56
4~ JRN 63 4b6,XX/47,X¥,+21 14,32 2,08 C,59 1,45 1,49 0,358
5 -HMRC 54 46,XX/47,28% 15,24 2,07 G,53 1,54 i,54 0,55
6~ CCH 29 46,3X/747,XX,+C 11,25 2,97 0,22 2,59 2,75 D,28

O W G TR P e oA P s o ] B W A MY I G A Ml T A B LD VG I K TR WS S A S M FRL FRA ST R N B M D KW MM PP U W BV VER W W W O S M Ll £l e W e s oy v
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Na tabela 11 apresentam-ze as mdédlasg e os desvios Ipaﬂ
drio obitidos nos 29 pacientes com sindrome de Down (Grupo DUWNY e nos
34 indivfduoé do grﬁpo controle (Grupo CDNT) para a anlidrase éarbﬁnica
eritrocitdria,a hemoglobina,o zinco Séflco, e Ty e Tﬁ; Espan tréa l-
timas varidvels mediram-ge em menor numero de paclentes em decorréncia
da insuficiéneia de material,em alguns casqs,:ou d ccorréncia de hemd—
lise, em outrog.Todaz as varidvels relacionadas na tabela 11 apresen-
taran distribuicico normal,tanto no grupo de pacientes como no  grupo
controle .e, com exceclo das variavels CA I, zinco plasmitico e T3 no
.gfupo'de indlviduos controles, nenhuma delas apresentou correlagio com
a idade, o que permitiu a comparagdo entre az médlas dos 2 grupoé, sem
se conglderar a ldade, o megmo ccorrendo em relag3o ao sexo,uma vez
que ndo houve diferengas significativas entre ag meédias das variéveié
dos paclentes e dos individuos do grupo contfole, gsegundo o sexoc. Des-
se modo, fol possivel considerar cada grupo na sua totalidade para a
comparac¢do das outras varlavels. No grupo controle as varidvels CA I e
zinco plaSmético apresentaram correlacgdo positiva com a idade {(r=0,344
e r=0,540,respectivamente) enquanto a varidvel T4 apresentou correla-
c¢X¥o negativa (r= - 0,55). Essas varldvels foram préviamente ajustadas
para 2 idade média 60 grupo de paclientes com sf{ndrome de Down.

Egsa tabela também apresenta, nas duas dltimas colu-

nag, os valores de it

calculados para a difereﬁca entre ag médlas dos
pacientes e dos individuos do grupo controie;.Como se_pbde obgervar, a
"guantidade total dé anidrase carbdnica (CA total,mg/ml), no grupo de
pacientes com sindrome de Down, & slgﬁlfﬁcativamenté matlor do gque no
grupo controle, sendo essa diferenga decorrente do aumento significa4

tivo da isozima CA !, tanto quando se constdera a CA |1 total (soma de
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CA Il e CA I-1) como quando se considera apenas a CA 1, pols o nfvel da _
{sozima CA il (CA lf mg/ml5 fot semelhaﬁte em ambos os grupos.

_A_atlvidade especffica total da anidrase carbénlca erl“-
trocitdria, por éutro iado, também pode ser considerada semelhante eom
ambos o3 grupos.

G nf?el éé zfncolplasmético, apds correéﬁo dos va}o}es
do grupo controle para a tdade média doz paclentes com com sindrome de
Down niHo apreséntou diferenga significativa enﬁre oz grupos. Obzervou-
se entretanto correlagio dQB nfvels plasndticos de zinco com o ﬁfvel
da.isozima Ch I tanto no grupo controle (P=O,51) coma ne grupo de  pa-
ctentes com srndrome de Down (r=0,57).

Jad o nfvel de T, apés correc3o dos valores do grupo
controle para a ldade médla dos pacientés-coﬁ zindrome de Down, encon-
tra-se significativamente diminufdo.no grupo de pacientes com sindrome
de Down, n3o apresentando entretanto correlagio com as demals varld-
vels). | |

Para as varlévéis hemogleobina e Tﬁ.ﬁﬁo gg detectou ne-
nhuma diferengsa apreciével entre os.paclentés é o grupoe controle. |

| Os nivels d@'hémoglobina e dog hormbnios tiredidianas
dos paclentes e doy indiv{duos do grupo controle apresentaram wvalores
dentro do Intervalo de normalidade da populagfo, com 350% de probabili-

"dade.
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Tahela_li ~ Comparagdo entre ag médias das varidveir guantitativas no

grupo de peclentes com trisromie livre do cromogeome

con &s do grupo de indlviduos controle (Grupo CORTY.

21 (Grupe  DOVHD
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CA mgiml =

GRUPO N
DOUN 29
CONT., - 34
DOWN 29
CONT. 24
DOWN 29
CONT 24
CONT.%x 34
DOWN 29
CONT. 234
DOWN o9
CONT. 35 -
DOWN 00
CONT. 26
DOWH 16
CONT. 19
CONT.% 19
DOWN 21
CONT. 19
CONT.% 19
DOUN 21
CONT. 19

0,67

0,75

g © 0O
AR
Noa

o
oy

0,62

4,68

0, 44

0,47

3,047

. 2,8477

¢,770

0,293

0,285

. 0, BO<P<O, 60

<0,01

20,01

¢,40<P<0, 50

0,70<pP<0,80

0,70<P<0,B0

<0,02

0, 80<PLO, 90
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Chllmg/ml =
Chlmg/mi =
ChiTetng/ml=
U/mglib e
ib g% -
Zinsoyg/mi -
Tﬁng/d]_l -
TAug/dl -

R

g endeome de e

. L ’ ’ “ 2 . 4 4 e . .
it A" AT A Cavos paera . a8 Soade media dos S I R Y e
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A atividade éspec{fica total da"anldﬁase carbdnlca

eritrocltérld do grupe {ermado por geﬁitoras que apresentaram <délulas
_éneupléideg em linfécitos, em comparagdo com um grupo controle formado
por genitoras da mesma idade e com caridtipe nqrmal.(contro}es n2 14,
17,23,28,31,34), oesté slgnlflcativamanﬁe aimlnufda nas prlmuiraﬁ
(5:3,263, P(O,OS}NEsaa diferenga tambdn ¢ obszervada quande se conpara
esse grupo de genltoras com o.grupo controle (t'=2,698, P<0,05). A
atividade especifica total da.anldrése carbbnica eritrocitiria %o grﬁ—
po de genitoras com aneuploidlas n%q apresenta diferenga Signifﬁcativa
entretanto coﬁ a atividade especifica do grupo dé'ﬁaclentes com gin-
~drome de Down.

Tomando~ge os valeores individuais ,a média e o desvio
padrdo da varidvel CA I, p@de-se.tfagar as.curvas normals da distri-
bui¢do dessa iseozima nos grupos controle e de paclientes com .sfndrome

) X
-de Down, de acordo com a fungio: - (x = _X)

F(xy = 1 e o8t

onde X e g 30, respectivamente, 2 média e o desvio pa-
drio, x ¢ o valor da varidvel e ¢ ¢ a base dos logaritmos naturale.

_Por coutro lado, de acordo com Magna (19843}, em se cha-
mando de fy(x) a fuﬁqﬁo da distribuicdo do grupo controle e fg(x)‘a do
_grﬁpo de paclentes com sindrome de Down, pode-se determinar o ponto de
intersecgdo entre és 2 digstribuig¢tes Lornando fi(x) = f{x?, siluacio

em que o valor da varidvel correspondente aoc ponto de Intersecglio &

" obttdo pela resoiucéo da equagHo:



. " Nis,
| - - e ,
(si-s3)x’+ 2(s%ﬂ1—u§x2}x+s§x§~s§xi~23%52ln(ﬁr§i) =

A cquagio aclma, por ser quadratica fornecerd 2 rafzes.
caso as distribul¢les tenham interpenetrac¥o.Nesoe caso tem interrease
a raiz cyjo valor se sltua entre as médias das dis@f}bulcaes.

De acordo Cbm o exposto acima as distribuigles do nf§el
da CA | dos gruﬁos contrele e de pacltentes com sfndrome de Down apre-
sentam Intersec¢do no ponto x=1,83, estando 30% (Z=0,33)dos valores
para o©s pacientes cbm sfndrome dg Down abaixo desse- vaior, anqguanto
25% (Z=0,56%) dog valores db grﬁpo controle ezntido acima de 1,83, comao
se_observa na figura 3.

Embora os 2 grupos representem populagles aignificati-~ -
vamente diferentes quanto a meédia da verisdvel CA I, a grande sobrepo-
st¢¥o das duas distribuigles dessa variavel impede que a mesﬁa seja
utilfzada como teste para diagndstico diferencial, entretanto,com bhage
no cédlculo de Z = levando em conta a média e desvio padrdo das distri-
buli¢gBes da CA | obtidos, pode-ge calcular és‘possibi}idades de pacien-
tes com mosalcismos se enquadrarem em cada grupo.

Agsim teriamcs ﬁu@ dog pacientgs apresentados na Labela
9, ﬁ.C.C_(Com translocagdo Ng2lg) e R.J.Q.G (épresentando 2% de célu-
Jags trissBmicas em linfdéclitos o poucos sinals clinicos de sindrome de
Down) poden éer inclulfdos com 2,7 e 1,006 vezeé malor probabilidade;
respectivamente, no grupe controle. Jd a paciente L.B.A (com  qguadro
clfnico de sfndrome de Down mas que apresentou células trissdmlcas
apenas na cultura de linfdcltés) pode ser enguadrada com 3,83 vezes

malor probabilidade no grupe de pacientes com si{ndreme de Down.
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Flgure 2 ~ Digtribulclo da jpozima CA | em mg/ml nop grupoes de pacien-
tes com sindrome de Down e de individuos controle., Intersecgio: x=l, 83
st vafafeﬁ‘duﬁ frd fviduos do grupo o b Fa ajuﬁf&d&y ERTAE I M ia e

fdade dos pacienles cod 5 radrome o Dot .
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Pacientes com sindrome de Down aproesentam aumentlo da ismziﬁa.CA I
da anidrase'carbﬁnrca eritrocitéfta, sem alterag8o signlflcativa
da isozimé.CA il

0. aunento da quantidade «a isﬁﬁrma CA 1 nos pacientes com sindro-
me de Down n@o & acompénhado por um aumento signiflicalive da.atl—

vidade taotal das enzima, uma vez que ela tom pequena participagho

‘na atividade total da anidrase carbdnica eritroctitaria.

Paclentes com sfndrome dQ.Down n#o apresentam alteragfio da con;
centrac¢dn do zlnco plasmatico.

Nosz pacientes com sfndrome de Down n%o se obzervou alteragio do
nivel de tiroxtna, entretante, a triiodotlironina encontra-se di-
minufda em relaglio ace controles.

Nog Individueos som aberracio cromosgbOmlica a Isozlma.CA I & 0o zin—
co plasmittico apresentam correlacdo positiva com a idade ,enquan-
te que a trliodotlbonlna apresenta correlag3o negativa. |

A lsozima CA | da anidraze carbhénica eritrocitaria apregenta cor-
relagdo positiva com os niveis de zinco plasmitico tanto no grupo
de individues contreoles como no grupo.de pacientes com sfndrome

de Down.
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Nost  pacientes com sindrome de Down observou-aoo a e
qubncla esperada de mesalcisme o btransicocag¥o,em torno de 6% e 3% res-
pectivamente. J4 nas indivfduoé controies n¥o ze enconiraram altcra-.
¢les cromossbmlicas em lrm¥os,irnds e génitores de paclentes com sin-
drome de Down,mas sel=s genitloras entre as 29 (20,7%) apresentaram mo-
salcismo cromossﬁmico'baixo,com menos de 2% de células trissémlcas,
gendo cinco para cromossomos do grupo C € uma para cromossomos do gru-
po G. BSegundo Souéa (1385} ,ocorra moéalcismo cromezsémico baixo emn
mides de pacicenioes com sfndromé de Down,tendo essa autora encontrado‘
trissomias do grupo G em qualro das 20 éenltoras estudadas (20%) a0
analisar 100 metidfazes de éada genitora. A ocorréncia de mquaa_ ana-
plotdlas,na .presenta amostra, poderia ser explicada pelo fato de que
trés das clinco éenitoras com mosaicismo balxo de trigsomlia do grupo C
serem ldosasg, faﬂo que gugere gereoem egzas ansuploidlias decerrentes do
efette da ldade nas céiulag somdbticazs(Bond e Chandley,lﬂ@B};

0z paclientes com sindrome de Down apresentam nivel! sig-

nificativamente maiz alto da isozima CA | da anidrase carb8nica erl-
trocltdria quando comparados com os Individues do grupo controle, sem
que ocorra um concomitante aumento da isozima CA 11, Esses achados

_confirmah az observacgdes de Wehinger (1373} e Ohno of a) {(1984).A1&m

disso,a CA I ¢é correlaclionada com & ldade nos indivfduos sem aberragio

cromossdmica e com o nivel de zinco plasmdtice em ambos og grupos.
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it ativldade total dalanlarase carb&nica eritreocltaria
a0 contrério.do postulado por wehinger (13733, n3o ge mostrou elevada
antre os pacleﬁtas com sfndromalda Down. Essa divergéncia pode sepr de-
correﬁﬁe da ldade dos pacjentes esludados por Wehinger (19873), todos
com menos de 12 anos (sendo q'imt;r'o dos ;;ois: .}')'c](;iOT'Ii',(-.‘f‘:» .c:om menocs de
trés anom), idade na qual esga enzima ainda n¥o atinglu @ nfvel do
adulto, o

Por outro lado, come a jsozima CA 1 tem pequené. ativi-
dade especifica no eritrdcito (Wlstrangd, 19817 ,além de ger Iniblda por
concentracles figloldglicas de clofeto (Hérea ef al,,1976), um aumento
discreto da concentra¢¥o dessa isozima pode n¥o ser  suflciente para
reF}étir no aumento da atividade enzimdtica total no adulto,

A entogénese acelerada poderla ser ume das hipdteses
para explicar o‘aumento da concentr;cﬁo da anidragse carbbnica eritro-
citéaria obsoervada nos pacientes conm s{ndrome de Déwn. £ plausfvel au-
por que oz dados de Wehinger(l973) refletom o aumento precoce dos nf-
vels e da atividade da anldrase cérb@nica entre os pacientes com sin-
drome de [own. Esse aumento,que normalmente ocorre, pode estar acelera-
do nesses paclentes,uma vez que eleos mostram uma velocidade malor na
ontogénese de varlavels hematoiégi;as,como & o cagoc da diminui¢@o mals
rdpida do nivel de hemogloblna‘fetai e o aumente precoce do nivel da

' . Corna
hemoglobina A {wilson o &1“,1968a asalmvbpfesentam ginalia de enve-

lhecimento precoce(Sinet,1982) .
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Uma seguﬁda hipdtese para expllicar o aumento da CA |
poderia ser a de gue os bacientes com sindrome de Down apreséntariam
diminuig®o do nfvel de tiroxina (T$),Qcorr@ndo,conﬂeqﬁ@ntemente,um au-—
mento da CA | por uma menor 1nibicﬁo da sintese da 1sozima pela tiro-
®ina, - | |

A eventual diminuicg¥o de nivel des hormbnios tireoi-
dianos referlda  en éacientes com sfndrome de Down (Murdoch & a/.,
1977; Aldenhoff ¢ &Iu,1979;Loudoﬁ g at. 1285, Pueschel e Pezzul-
lo,19689; Cutler sf &r.,1986) restringiu-sze neate trabalho & trijodoti-
ronina (T3), n¥o havende correlagdo do nivel dozze horménio e da tiro;
xina (T4) com e igozimaz da anidraae.carbﬁnica eritrocitaria ou mesmo
-com_a atbividade enzimdtica total, o gque Inviabliiiza eééa hipdtese.

Como o genes para az izozimes da anidrase carb@nica.
eritrocitaria estdc no cromoésomo 8(Venta,1983;Edvwards ¢ al.,1986a,b)
o aunconto da gintese dessa {sozima n¥o & decorrénte de efelto do daose
génica. Entretanto,o fato de se obgervar,nos pacientes com sindrome de
Down, aunento de outras enzimas,cujes gones tanbdm nio se loca}lzam no
cromossomne 21, pode sugérir gque, neszes pacientes, haja um aumento  da
gfntese de numerogas enzimas,o que poderia seor devido ao efeito de do-
se génica de genes réguladores. Esges genes,por sgua vez, estariam, en-
t¥o, local izados no cromossomo 21. Essa hipdtess poderla explicar ¢ au-

mento da igozima CA 1 encontrado,embora, nesse caso, faltem evidénclas

reals até o presente momento.



Conglderando que a concentraglo da fsezlma CA [ encon-—
tra-se aumenbtada em dqencas ﬁas quaig ocarren alteraéﬁes metabdlicas,
en esﬁectai do équflfbrio.écidOHbéﬂlco-e da Oxlgenacﬁo (Lle~Injo w«f
st., 1970; Funzkoshi e Deustch, 1371s; Nrukkerg a¥., 1972: Hoynihanm,
1980), e supondo que essga isozima tenha uma fung¥o Importante na Ho"
meoatase,vfsto sér a iscozima da anidraze carb&nicé.qua geralmente se
altera nesses dlstdrblés, o aumento do seu nivel em individuos geneti-
camente desiquilibrédbs e,portanto,‘com distidrbicos metabdlices viérics,
seria a consequéncia n;tural;

A favor dessa hipdlese péde—se congiderar a distribui-
¢¥o tecidual dessa lsozima, gque além de ser encontrada.nos eritrdciton
estd presente no sndotsllio caplilar de ofgﬁos que necesslitam da  manu-
tencie do equilfbrio dcido-baslco dentro de lntervalg de varlagBo mui-
Lo pegquenc, aldm de uma répidalresposta a fatores de desiquilibrio “do
megno, por serem tecides que n¥o apresentam capacidade de regeneragdo,
come o teclido nervoso e s cornea. Aldm dosses lecais, observa-ze a
anidrase carbbnica CA I‘nas células do cdlon, glandulas sudorfparas,
plexo cordide e outros £ec1dos cuja fun¢do & a de secregdo de lfquidos
alcalinos, com elequa veloclidade de produgdo de HCDE», que & produzi-
do pela hidratagio do CDS'mediédé pela anidrase cark8nica (Maren,
1984). Essa hlpdtese, além de elucldar o aumento da CA I no=s indiv(i-
ducs com aberragbes cromossbmicas, poderla Justlfﬂcar a permanéncia

dossa isozima de balxa atividade no processo evolutivo.
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Lembrande gque nos pacientés com sindrome de Down ocorre
auménto de 50% da enzima dismubtage de superdxideo-1 (50D-1), por eleito
de dose génica, temusé que, de acorde com a hipétese'aclma, o aunento
da CA I'deePia ger vecunddric as siteragfegs do metabolismo dog radi-
cals superdxidollz-), isgo porque o aumente da 50D-1 nes paclontes cam.
a _andromé de bown determina uha malor velocidada_ de transformagdo
desses radicate em perdxido de hidrogénlo, que por sua vez ¢ destrufdo
pelas enzlmas catalase e peroxldasé.de glutatiﬁo,ﬁémbém elas elevadas,
nesgses paclentes, como respostas so efelte pfimério do sumento da 50D-1
(Sinet, 13982). De fato,para ccorrer a reducgdo do guperdxtdo gdo utill-
zadn# fons hidrogé&nio Intracelulares, os quals sBo produtos da reagio
‘catallsada pela anidrasc carbdnica. Esse poderia.ser 6'estfmulo para o
aumento.da rifnt.ese da isozima CA 1.

[ aumento da concenbtracio de CA ],observado nos eribtrd-
citos de pactentes com gfndrome de Down seria; enitdo, um reflexo do
aum&nﬁo da =sfntesnc desza isozima que ocorrerla como um mecanismo com-

pensador para manutengio da homeostase.
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Com refagﬁo ao nivel plasmitico do zlinco tem—se.que se-
gundo ﬁosnér (1965) G_nfvelldésse metal ,em 12 pacientes com s{ndrome
de Down fot normal.Na presente amoétra também.nﬁo fpram.observadas_al“-
Leracles significativas da concentracio plasmética de ziﬁco nesses pa-
ctentes,énﬁreianto observou-se correlacgio pesitiva do nivel plasmdtico
dessoe metal com os niveis da isozima CA 1 tanto no grdﬁo de {ndividuos
controles como no grupo dé pacientes.Jé.a corrélag%o pos1£1§a do zincao
plasmatico com a idade nog individucs controles merece um estudo pos-
terior.0 fato de nﬁq se obter correlagBes da CA I,de zinco e da trilo-
dotironina com a idade nos pacientes com sindrome de Down pode ser de-
corrente do pequeno Intervalo de varlag¥o da idade_na:amostra'de pa-
cientes.

Permaneée sem explicaqﬁb'o aument.o da atividade total
da anldrase Carb@nica erttrocitarlia observado nas sels genitoras com
mosaicismo baixo de trissomlag diversas. Como cinco deésas mﬁlheres
570 ldosas {idade de 40 a 63 anog), o efelte da ldade sobro ¢ aumento
da atividade da anidraze carbénica eritrocitdria ,assim como ¢ achado
de que hi correlag¢lo entre a concentracdo dallsozlma CA I o a {dade en
Individuos seﬁ aberracSes cromossdmlcas merecem uma investigagHo deta-

lhada.
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VII.SUHARID

0 presente tréba}ho consiste da avajiaqﬁo dog nivels
eritrocitdrios daé isozlmaé da anldrase carbdnica assim comeo da ativi-
dade toﬁal.dessa enzima nos eritrdcitos de 32 paciéntes coml sindrome
de Down gendo 29 devido & trisgomia livre do cromossome 21, um devido
3 uma trans}ocacﬁo_D/G-e dois apresentande mosalcisme da trissomia. do
cromossomo 21. Tambdém foram avaliadas as concentrag8Bes de =zinco plas-
‘matlico e dos hormbnios tireoidianos, além da hemogleoblina, com o obje-
tivo de caracterlzar as relagles dessas- varlivels com a concentracio e
a atlvidade da anidrase carb@nicé. 0 grupo controle conatiﬂuiu de 42
indiv{duos normais, genitores e/ou irm%os doé propdésitos,

Reantizou~ge a avaliachco das concentragtes daz isozimaz
da anldrase carbdnica através de eletroforese em flta de acetato de
ceiuiose de uma solug¥e da enzima parcialmente puriflcada, seguida por
densitometrlia. Dosgou-se a atividade total da antdrage carbOnica eri-
trocitaria no hemollisado utilis;mdo—se uma técnica colorimdtrica  ba-
seada na Iiniblic¢¥o da enzima pela acetazoiamida'e utilizando-ge o ace-
tato de alfa-naftila como substrato. Aé dosagens de zince plasndético
foram reallzadas em espectofot@metro'de abuorc¢do atdmica, e og hormd-
nies tirecidianos foram medidos por radioimungehsato.

Os pacientes com sfﬁdrome de Down apresentam nivel sig-
nificativamente mals alto da fgozima CA | da anldrase carhdnica éri%
trocitdria em rela¢gBo aos Indivfduos do grupo controle, sem unm concé—
mitante aumento da isozima Qh 11. A atividade totaf da anidrase carb6-

nica erltrocltéria,:por outro lade, n¥Bo se mostrou elevada.
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Hos Individuos de grupd controle observou-se correlagdo
'posltivé do nfvel da.isozima Ch 1 e do zinco plasmatico com a tdade,
enquanto a triicdotironina apresentou correl agio nagatiQa com & fdade.
‘Tanto no grupo contrale como no de paclenteg a isozima CB 1 apresentou
correla¢ie positiva com o nivel de zfnco plasmitico.

O= paciénteslcom sfndrome de Down ndo spresentam alte-
rag%o da concentragio do,nrve[ de minco plasmdtico cu de tiroxiﬁa masg
fot observada dimlinuig¢fo da qéncentr§¢ﬁ0 da Lrijodeolironina.N8%c houve
correlagaé do nf{vel desses horndnios tlreéidjanos com as isozlmags da
anidrase carbdtnica ou mesmo com 3 atividade enziméﬂica total.

"0Os resultados obtldes levaram a Formulaéﬁo dag =eguin-
tes hipdteses para explicar o aumento do nivel da isozima CA ] erilro-
cttarta nos paclientes con gindrome de Down:

1. Ontog&nese acelerada;
2. Aumento da sintese da lsozima CA ] decorrente do efeiteo de dome de

genes reguladores que se locallzariam no cromossomo Z1;

w

Resgposta aoc degsequilfibrio metabdlico consequente a aberragdoe cro-

mossbmlca.
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VIII—_SUHMARY

.Th9  erythrocytic carbenic anhydrase concentration and
activity was determined In 32 patients with Down's syndrome (chromogo-
me 21 trizgsomy) and 42 normal controls, =iklings or.parents of Lhe pa-
tlents. In each case the level of erythrocytic carbonic anhydrase and
of {te isozymes were determined by celulose acetate _.membraﬁo elec~
trophoresls of  a hemoglebin free solutlion, obtalned by eblanol-clo-
rophora extraction, followed by densitometry. The carbonic  anhydraszse
activity was measured In the hemollsate by a colorimetric method based
on  the Inhibitton of the enzyme by actazolamide, wusing alfa-naphtyl
acetate as substrate. Plasma zing was determined by atomlc absorticn
spectrophotometry and thyroid hormones by radlioimmuneassay.

Patients wlth Down's syndrome, when compared to the
control group, showed a significantly higher level of CA 1 lsozyme,
but no rise In CA Il, while carbonic anhydrase activity and plasma
zince were similar in both groups. As for the thyroid hormones, TF waa
significantly lower in the palientz wlth Down's gyndrome, while thyro-
wxine was gimilar to the.control group. CA ! lsozyme and plasma =zinc
showed positive correlation to age and T3 a negative correlation to
age in the control! group. CA | isozyme level showed poszsitive correla-
‘tion to plasma zinc In both groups.

Thegse findings led to the following hypothesis to ex-
plain the higher lovel of CA I found in Down's patients.'

1. Advanced ontogenesis;

2. Enhanced synthesis of CA | {sozyme due Lo dosge effect of regulatory
genes locallzed in Chromosome 251 |

3. An ansver to the_metabolic inkalance due to the chromosome aberra-

tion.
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