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RESUMO 

A pré-eclâmpsia é uma síndrome específica da gravidez, caracterizada por 

hipertensão arterial e proteinúria, identificadas após a 20a semana de gestação. 

Essa patologia está associada com hiperuricemia, níveis séricos elevados de 

citocinas inflamatórias, ativação de leucócitos e estresse oxidativo. A adenosina 

deaminase (ADA) é uma enzima presente em todos os tecidos e está envolvida com 

a maturação de células do sistema imunológico. Apesar de suas funções não 

estarem completamente elucidadas, a ADA é considerada um indicador de 

inflamação celular e, o aumento de sua concentração no soro é observado em 

doenças inflamatórias, como tuberculose e artrite reumatóide. O presente projeto 

teve por objetivo avaliar a concentração sérica de ADA em gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia (PE) comparadas a gestantes normotensas (GN) e mulheres não-

grávidas (NG) e correlacionar esses valores com a produção das citocinas 

inflamatórias TNF-α e IL-1 . Foram avaliadas 90 gestantes, sendo 60 portadoras de 

pré-eclâmpsia e 30 gestantes normotensas, pareadas pela idade gestacional. Como 

controle foram incluídas 20 mulheres saudáveis não-grávidas pareadas com as 

gestantes pela faixa etária. Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

obtidas dos três grupos foram cultivadas na ausência ou presença de 

lipopolissacáride (LPS) por 18h a 37oC e a produção de TNF-  e IL-1  foi avaliada 

no sobrenadante de cultura dessas células por ensaio imunoenzimático (ELISA). A 

concentração plasmática de ADA foi determinada, por método colorimétrico. Os 

resultados mostram que os níveis de ADA foram significativamente mais elevados no 

plasma de gestantes com PE em comparação aos grupos GN e NG, havendo 

correlação positiva com os níveis de ácido úrico nas gestantes pré-eclâmpticas. Não 

houve diferença significativa nos níveis de ADA quando as gestantes com PE foram 

classificadas em PE precoce e PE tardia. A produção endógena de IL-1  e de TNF-

 por PBMC foi significativamente maior no grupo de gestantes com PE em relação 

às GN e NG, mostrando o estado ativado dessas células na pré-eclâmpsia.  O 

estímulo das células com LPS levou à produção de níveis significativamente mais 

elevados das duas citocinas nos três grupos estudados. Porém, a síntese de TNF-

pelas células das gestantes com PE foi significativamente menor em relação aos 

outros dois grupos estudados, sugerindo tolerância ao estímulo in vitro com LPS. A 

comparação entre as gestantes com PE precoce e tardia com relação aos níveis das 

IL-1  e TNF-  mostrou que a produção endógena de IL-1  foi significativamente 



 
 

maior no grupo com PE tardia, enquanto a concentração de TNF-  foi semelhante 

nos dois grupos. Os resultados confirmam o estado ativado dos leucócitos de 

gestantes com pré-eclâmpsia pela produção elevada de citocinas pró-inflamatórias.  

A associação entre a hiperuricemia e os níveis elevados de ADA nas gestantes pré-

eclâmpticas sugere a participação dessa enzima na inflamação sistêmica observada 

na PE.  
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ABSTRACT 

Preeclampsia is a specific disorder of pregnancy, characterized by arterial 

hypertension and proteinuria detected after 20 weeks of gestation. This pathology is 

associated with hyperuricemia, higher levels of pro-inflammatory cytokines, 

enhanced leukocyte activation and oxidative stress. Adenosine deaminase (ADA) is 

an enzyme present in all human tissues and, it is involved with the maturation of the 

immune system. Although its function is not fully understood, ADA is considered an 

indicator of cellular inflammation and, its increased serum concentration is observed 

in inflammatory diseases, such as tuberculosis and rheumatoid arthritis. This study 

aimed to assess serum ADA levels in preeclamptic patients (PE) compared with 

normotensive pregnant (NT) and non-pregnant women (NP), and to correlate these 

values with TNF-α and IL-1β production. Ninety pregnant women were included: 60 

were pre-eclamptic and 30 were normotensive matched for gestational age. As 

control group 20 healthy non-pregnant women matched with pregnant for age were 

included. Peripheral blood mononuclear cells (PMMC) obtained from the three 

groups studied were cultured with or without lipopolysaccharide (LPS) for 18h at 

37oC, and TNF-α and IL-1β production was assessed in the supernatant of cultures 

by enzyme immunoassay (ELISA). ADA plasmatic concentration was determined by 

colorimetric method. The results show that ADA plasma levels were significantly 

higher in PE group compared with NT and NP groups. A positive correlation between 

ADA and uric acid levels was detected in preeclamptic women. There was no 

significant difference in relation to ADA levels when PE patients were classified in 

early and late-onset PE. The endogenous production of IL-1β and TNF-α by PBMC 

was significantly higher in PE group than in NT and NP women, showing the 

activation state of these cells in PE. LPS induced increased production of these 

cytokines in the three groups studied. However, TNF-α synthesis by PE cells was 

significantly lower than the other two groups, suggesting tolerance to LPS stimulus in 

vitro. The comparison of IL-1β and TNF-α levels between early and late-onset PE 

show that the endogenous production of IL-1β was higher in late-onset PE, while 

TNF-α concentration was similar in both groups. The results confirm the monocyte 

activation in PE women by elevated pro-inflammatory cytokines synthesis. The 

association between hyperuricemia and increased ADA levels in PE suggest that 

ADA plays an important role in the systemic inflammation observed in PE.  
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1.  INTRODUÇÃO 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gestação humana, 

clinicamente caracterizada por hipertensão e proteinúria, que se manifestam a partir 

da 20ª semana de gestação (ACOG, 2002). É a principal causa de morbidade e 

mortalidade materna e fetal (SAITO et al., 2007), e sua incidência varia de 5 a 7% 

(UNAL et al., 2007). Esta é uma doença multissistêmica e sua fisiopatologia é 

centrada na lesão endotelial e na inadequada invasão citotrofoblástica endovascular 

(DEKKER & SIBAI, 1998). 

Clinicamente é classificada em leve e grave, de acordo com sinais e sintomas 

apresentados (ACOG, 2002) e recentemente, em pré-eclâmpsia precoce ou tardia, 

na dependência do momento da identificação das manifestações clínicas, antes da 

34ª. ou a partir da 34ª. semana de gestação, respectivamente (VON DADELSZEN et 

al., 2003; HUPPERTZ, 2008).  

De acordo com HUPPERTZ (2008), PE de início precoce ou tardio são duas 

entidades que diferem quanto à etiologia e quanto à forma de manifestação da 

doença. Quando seu aparecimento é precoce apresenta-se na forma grave e está 

geralmente associada com resultado anormal do Doppler da artéria uterina, fetos 

com restrição de crescimento intra-uterino, complicações maternas e fetais 

(MURPHY & STIRRAT, 2000; NESS & SIBAI, 2006). Também existe evidência 

epidemiológica que a PE de início precoce está associada com maior risco de 

recorrência em gestações posteriores (SIBAI, 1991; REDMAN & SARGENT, 2005) e 

aumento do risco de desenvolver doença cardiovascular e morte (SIBAI et al., 1986; 

IRGENS et al., 2001; SMITH et al., 2001). Por outro lado, a PE tardia está 

frequentemente associada com índice de resistência uterina normal ou 

discretamente aumentado, baixa taxa de comprometimento fetal e resultados 

perinatais mais favoráveis (SIBAI et al., 2005; NESS & SIBAI, 2006). 

Segundo MOLDENHAUER et al. (2003), a PE precoce está associada com 

lesões isquêmicas placentárias, o que não se verifica na PE tardia. Assim, a PE 

precoce decorre de anomalia da remodelação vascular placentária, sem alterações 

primárias do sistema vascular materno, correspondendo ao defeito da invasão das 

células citotrofoblásticas nas arteríolas espiraladas. Seu componente genético 

familiar é mais acentuado e seu prognóstico mais sombrio. Por outro lado, a PE 

tardia resulta da interação entre placenta normal e alteração inicial da rede vascular 

materna. Esta vasculopatia materna é favorecida por fatores de risco vascular 
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inespecíficos como diabete, idade, hipertensão arterial e índice de massa corpórea 

aumentado. Representa obstáculo ao desenvolvimento da vascularização, 

observado fisiologicamente no final da gestação, em resposta a importantes 

necessidades hemodinâmicas fetoplacentárias (BOULANGER & FLAMANT, 2007). 

Embora a etiologia da PE não esteja ainda esclarecida, vários fatores de risco 

têm sido descritos, como gestação múltipla, doença vascular, nefropatia, obesidade, 

idade materna acima de 35 anos, entre outros (ACOG, 2002; ROBILLARD et. al., 

2011; TROGSTAD et. al., 2011). A PE parece ser resultante de uma ativação 

exacerbada da resposta inflamatória materna, que inclui ativação de células 

inflamatórias, como monócitos e granulócitos, bem como células endoteliais, que 

são parte do sistema inflamatório (REDMAN et al., 1999; BORZYCHOWSKI et al., 

2006). Essa patologia é caracterizada por produção excessiva de citocinas pró-

inflamatórias (REDMAN & SARGENT, 2003; LUPPI & DELOIA, 2006; PERAÇOLI et 

al., 2007) e quimiocinas (VISSER al., 2007), bem como por alterações na produção 

de citocinas reguladoras, como Interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento e 

transformação (TGF-β) (VISSER et al., 2007; PERAÇOLI et al., 2008).  

O fator de transcrição nuclear-kB, responsável pela transcrição de genes 

relacionados com a inflamação, também apresenta uma maior atividade em 

monócitos de gestantes com PE (LUPPI et al., 2006), reforçando o conceito de 

inflamação exacerbada nesta patologia. LOK et al. (2009) determinaram o estado de 

ativação de leucócitos de gestantes com PE, GN e mulheres NG, avaliando a 

expressão de mRNA de genes relacionados à inflamação e a concentração de 

elastase no sangue periférico. Encontraram aumento dos níveis de expressão de 

mRNA para NF-kB-1A, inibidor de NF-kB, de CDKN-1A, inibidor da cinase 

dependente de ciclina, genes controladores da inflamação e aumento da 

concentração de elastase, confirmando a ativação dos leucócitos em pacientes com 

PE. Em trabalho recente demonstramos aumento da ativação de NF-kB em células 

mononuclerares do sangue periférico de gestantes portadoras de PE, associada a 

maior produção de TNF-α e IL-1β em comparação com gestantes normotensas 

(GIORGI et al., 2011).  A produção mais elevada de TNF-  e IL-1  em gestantes 

com PE, concorda com resultados anteriores de outros autores (BECKMANN et al., 

2004) e sugere que, os efeitos deletérios das altas concentrações circulantes do 

TNF-α podem estar associados às manifestações mais graves da PE. 
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PERAÇOLI et al. (2011) demonstraram a existência de uma correlação 

positiva entre o aumento da produção da citocina inflamatória TNF-α, de ânion 

superóxido (O2
-) e nível sérico elevado de ácido úrico na pré-eclâmpsia. O ácido 

úrico é um dos produtos finais do metabolismo de purinas e várias enzimas estão 

envolvidas neste processo (MANY et al., 1996). Uma delas é a enzima adenosina 

deaminase (ADA) responsável pela conversão de adenosina e de desoxiadenosina 

em inosina e desoxiinosina, respectivamente (ADAMS & HARKNESS, 1976). Essa 

enzima é encontrada em tecidos humanos e, apesar de suas funções não estarem 

completamente elucidadas, A ADA é considerada um indicador de inflamação celular 

e está intimamente envolvida com a maturação e ativação de células do sistema 

imune (GALANTI et al., 1981; YONEYAMA et al., 2002). ADA está localizada 

principalmente em células hematopoiéticas, como células T de perfil Th1, monócitos 

e macrófagos (KAFSKALI et al., 2006), sendo produzida como resultado de injuria 

celular ou estresse (UNGERER et al., 1992). Níveis séricos de ADA refletem 

atividade de monócitos e macrófagos e estão aumentados quando o sistema imune 

é ativado (HASKÓ & CRONSTEIN, 2004).  Assim, linfócitos ou células do sistema 

monocitico-macrofágico são consideradas responsáveis pelas alterações na 

atividade de ADA no soro, embora os mecanismos envolvidos não sejam ainda 

conhecidos (UNGERER et al., 1992; LEE et al., 2007)   

Em diversas doenças inflamatórias, como pneumonia (KLOCKARS et al., 

1991), tuberculose (LANSAL et al., 2007), artrite reumatóide (PALLINTI et al., 2009), 

lúpus eritematoso sistêmico (HITOGLOU et al., 2001) e em doenças hepáticas, 

como cirrose e hepatite (KAYA et al., 2007), a atividade da ADA está aumentada. 

Durante a gestação normal há uma diminuição na atividade de ADA sérica 

comparada a mulheres não-grávidas (OLADIPO et al., 2009).  Porém, na PE, devido 

ao aumento do estado inflamatório materno, a atividade sérica desta enzima tende a 

se elevar. YONEYAMA et al (2002a) reportaram que a atividade plasmática elevada 

da ADA na pré-eclâmpsia está associada com mudanças na proporção de células 

secretoras da citocina IFN-γ. Aumento da atividade de ADA no plasma materno e 

fetal de gestações acometidas por pré-eclâmpsia também foi observado por outros 

autores (KARABULUT et al., 2005; KAFSKALI et al., 2006). Segundo KAFSKALI et 

al. (2006) níveis elevados de ADA no plasma materno, no sangue de cordão 

umbilical e na placenta de gestantes portadoras de PE em comparação a gestantes 

saudáveis estão associados à presença da doença, mas não à severidade dos 
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sinais clínicos, uma vez que não observaram diferenças significativas com relação 

aos níveis de ADA entre gestantes com PE leve ou grave.   

Em gestantes portadoras de PE níveis elevados de ácido úrico estão 

associados à maior produção de ânion superóxido e TNF-  por monócitos, 

configurando um quadro de reação inflamatória sistêmica (PERAÇOLI et al., 2011). 

Considerando que a determinação da enzima ADA pode ser utilizada como um 

marcador bioquímico inflamatório na PE, os resultados do presente projeto poderão 

trazer importante contribuição para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na 

patogênese das duas formas de PE, precoce e tardia.  

 

2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo Geral 
O presente projeto teve por objetivo avaliar a concentração plasmática de 

ADA em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia comparada a gestantes 

normotensas e mulheres não-grávidas e correlacionar esses valores com a 

produção das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-1β por células mononucleares de 

sangue periférico. 

 
3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1 Casuística 
Foram estudadas 30 gestantes saudáveis, normotensas e 60 gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia, que realizaram a assistência pré-natal e ao parto no 

Serviço de Obstetrícia do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade 

de Medicina de Botucatu – UNESP. Os dois grupos foram pareados pela idade 

gestacional, a partir de 24 semanas, que foi estabelecida pela data da última 

menstruação e/ou por exame ultra-sonográfico precoce (<20 semanas de gestação). 

Uma gestante foi considerada portadora de pré-eclâmpsia quando, sem 

antecedente prévio de hipertensão arterial, apresentou valor de pressão arterial de 

pelo menos 140x90mmHg e proteinúria (  300mg em urina coletada durante 24 

horas), após a 20ª. semana de gestação (NHBPEP, 2000).  

Como grupo controle foram avaliadas 20 mulheres saudáveis não-

grávidas, doadoras voluntárias do Banco de Sangue do Hemocentro da Faculdade 

de Medicina de Botucatu-UNESP.  
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Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina de Botucatu – UNESP 

 

3.2 Critérios de inclusão 
Grupo com pré-eclâmpsia: ser primigesta e portadora de pré-eclâmpsia, 

sem outras complicações clínicas ou obstétricas; 

Grupo de gestantes normotensas: ser primigesta, com gestação única, 

sem complicações clínicas ou obstétricas;  

Grupo controle (mulheres não-grávidas): ser saudável, não-grávida, sem 

diagnóstico de qualquer patologia obstétrica ou clínica, ter a mesma faixa etária das 

gestantes e ser doadora voluntária do Banco de Sangue do Hemocentro da 

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP;  

 

3.3 Critérios de exclusão 
 Apresentar qualquer intercorrência obstétrica ou clínica, com exceção de pré-

eclâmpsia ou não ter a gestação resolvida no Serviço de Obstetrícia do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu – 

UNESP. 

 

3.4 Obtenção de plasma e isolamento e cultura de células 
mononucleares 
 Sangue periférico das gestantes e mulheres saudáveis foi colhido por punção 

venosa e colocado em tubo estéril, contendo 20 U/mL de heparina (Liquemine, 

Roche). Os tubos foram centrifugados por 10 min a 200 g para a separação dos 

componentes sanguíneos: plasma, leucócitos e hemácias e plaquetas. O plasma foi 

aspirado e armazenado a -20°C para posterior dosagem da atividade da enzima 

Adenosina Deaminase. O halo de leucócitos na interface série vermelha sanguínea 

e plasma foi aspirado e as células mononucleares foram obtidas por separação em 

gradiente de Ficoll-Hypaque, segundo a técnica descrita por Boyum (1968). O anel 

rico em células mononucleares foi lavado com meio RPMI 1640 (Sigma Chemical 

Co., USA) por 10 min a 200 g duas vezes.  Após esses procedimentos as células 

foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com 2 mM de L-
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glutamina (Sigma), 40 μg/mL de gentamicina e 10% de soro bovino fetal (Gibco BRL 

Life Technologies, Breda, The Netherlands) inativado (RPMI completo), sendo a 

identificação e a viabilidade dessas células estimadas por incorporação de vermelho 

neutro. Para isso, as células foram diluídas 10 vezes em vermelho neutro a 0,02% e 

incubadas durante 10 min a 37oC. A concentração celular foi ajustada para 2 X 106 

células viáveis/mL após contagem em câmara hemocitométrica de Neubauer. Um 

volume de 1000 uL da  suspensão celular foi distribuído em placas de cultura de 24 

orifícios (Linbro, Flow Lab, USA) e incubado a 37oC, em tensão de 5% de CO2. 

 

3.5  Obtenção de sobrenadante de cultura de PBMC 
As células mononucleares obtidas conforme descrito no ítem 3.4 foram 

incubadas a 37oC, em tensão de 5% de CO2. Após 18h de cultivo, o sobrenadante 

foi aspirado, submetido à centrifugação e armazenado a - 80oC para posterior 

dosagem de TNF-α e IL-1β pela técnica de ELISA. 

 

3.6 Determinação de citocinas no sobrenadante de PBMC 
A pesquisa das citocinas TNF-α e IL-1β em sobrenadantes de cultura de 

células mononucleares, estimuladas ou não com 1 ug/mL de LPS, foi realizada pela 

técnica de ELISA, utilizando-se placas de 96 orifícios de fundo plano (Maxsorb-

Nunc, Life Tech. Inc., MD, USA) e anticorpos monoclonais e policlonais anti-citocina 

específica. As placas foram sensibilizadas por 18h a 5ºC com anticorpo monoclonal 

de camundongo anti-TNF-α humano ou anti-IL-1β humano (R & D Systems, 

Minneapolis, MN, USA), diluídos em tampão fosfato pH 7,2 (PBS), na concentração 

de 2 g/mL. Após esse período os orifícios foram lavados 4 vezes com 300 L de 

PBS, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado 

colocando-se em cada orifício 300 L de PBS contendo 1% de soro albumina bovina 

(BSA) à temperatura ambiente por 2 h. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito 

acima e 100 L dos sobrenadantes gerados e das citocinas TNF-α e IL-1β 

recombinante humano (R & D Systems), em concentrações específicas para cada 

uma, foram adicionados à placa. Após 2 h de incubação à temperatura ambiente foi 

realizada nova lavagem da placa, sendo adicionado o anticorpo revelador policlonal 

de coelho anti-TNF-  e anti-IL-1β humano conjugados com biotina (R & D Systems) 

na concentração de 100 ng/mL em PBS contendo 0,1% BSA por um período de 2 h 

à temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada 4 vezes com PBST e 
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incubada com estreptoavidina conjugada com peroxidase (Sigma), na concentração 

de 2 ug/mL por 20 min a 37ºC. Após lavagem, foi adicionado 100 L do substrato 

enzimático, constituído por 12,5 mL de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 contendo 

1 mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma) e 10 L de H2O2 a 30% (Sigma). 

As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 15 min, a reação bloqueada 

pela adição de 50 uL de ácido sulfúrico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de 

ELISA (Multiskan) com comprimento de onda de 492 nm. Os níveis de TNF-α e IL-1β 

no sobrenadante de cultura mononuclear foram calculados utilizando-se curva 

padrão obtida com TNF-α e IL-1β recombinante humano (R & D Systems), em 

concentrações variando de 5 pg/mL a 2000 pg/mL. 

 

3.7 Determinação da atividade da adenosina deaminase plasmática 

Para a determinação da atividade da ADA, foram utilizados 5uL de plasma 

das gestantes e das mulheres não-gravidas. Utilizou-se um aparelho de automação 

da Johnson & Johnson (modelo Vitros System 5,1/FS) e foi empregado um kit 

comercial (Genbiotech Diagnostica, Brasil) seguindo-se as instruções do fabricante. 

O kit, um método colorimétrico não-radioativo, baseia-se na deaminação enzimática 

de adenosina a inosina que é convertida em hipoxantina pela enzima purina 

nucleosídeo fosforilase. Hipoxantina é convertida em ácido úrico e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela xantina oxidase. H2O2 reage com N-etil-N(2-hidroxi-3-

sulfopropil)-3-metilanilina (EHSPT) e com 4 amino antipirina (4-AA) na presença de 

peroxidase e gera o corante quinona, que é quantificado por método colorimétrico. 

Uma unidade de ADA é definida como a quantidade de ADA necessária para gerar 1 

umol de inosina por minuto à 37°C. Os resultados foram expressos em U/L. 

 

 

3.8 Análise Estatística 
Os dados referentes às características das gestantes e mulheres não grávidas 

foram avaliados empregando-se análise de variância não paramétrica (teste de 

Kruskal-Wallis). A comparação entre PE precoce e tardia foi realizada empregando-

se o teste U de Mann-Whitney, enquanto a produção de citocinas e a atividade da 

enzima ADA foram avaliadas por análise de variância paramétrica (ANOVA), 

segundo o programa estatístico INSTAT, Graph Pad, San Diego, California. O nível 

de significância adotado para todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05). 
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4 RESULTADOS 
4.1. Características das gestantes e mulheres não-grávidas 
 Na Tabela 1 são apresentadas as características dos três grupos estudados. 

Não foram observadas diferenças entre os grupos com relação aos 

parâmetros estudados: idade e idade gestacional. Os valores séricos de ácido úrico 

foram significativamente mais elevados nas gestantes com PE em comparação às 

normotensas e às mulheres não grávidas. A proteinúria de 24 horas do grupo PE 

variou de 300 mg a 22520 mg, sendo a mediana no valor de 905 mg.  

 

Parâmetros 
Mulheres 

não-grávidas 
(NG) 

Gestantes 
normotensas 

(GN) 

Gestantes 
portadoras de 
pré-eclâmpsia 

(PE) 

 
Idade (anos) 

 
25 

(19 - 39) 

 
23 

(15 – 39) 

 
 26 

(13 – 43) 
 

Idade gestacional 
(semanas) 

___ 34 
(24 – 40) 

35 
(24 – 40) 

 
Ácido úrico 

(mg/mL) 

2,5 
(1,7 – 4,0) 

2,9 
(2,0 – 3,9) 

5,8 * 
(3,0 – 11,5) 

 
Proteinúria 
(mg/24h) 

negativa negativa 

 
905 

(300 – 22520) 
 
 

       Resultados expressos em mediana (valores mínimo e máximo entre parênteses) 

      * (p<0.05) vs NG, GN (Analise de variância não-paramétrica – teste de Kruskal-Wallis) 
 

 

4.2. Determinação da atividade da Adenosina Deaminase 
A atividade da enzima adenosina deaminase foi avaliada no plasma das 

gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas 

(NG). No grupo PE, observou-se aumento da atividade da enzima ADA comparada 

aos grupos GN e NG. Porém, não houve diferença entre os grupos GN e NG (Figura 

1). Subdividindo o grupo PE em pré-eclâmpsia precoce (idade gestacional < 34 

semanas) e tardia (idade gestacional ≥ 34 semanas) notou-se que não existe 
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diferença entre os dois grupos com relação à atividade da ADA plasmática (Figura 

2).  

A análise de correlação entre os níveis plasmáticos de ADA e de ácido 

úrico em gestantes portadoras de PE mostrou correlação positiva r= 0,4082; 

p=0,0024 entre esses parâmetros. Não se observou correlação entre os valores de 

ADA e ácido úrico em gestantes normais e em mulheres não grávidas. 

 

 
Figura 1. Atividade da enzima adenosina deaminase (ADA) no plasma de gestantes 
com pré-eclâmpsia (PE), gestantes normais (GN) e mulheres não-grávidas (NG). 
Resultados expressos em média ± SD. 
* p<0,05 vs GN e NG (ANOVA) 
 
 
 

  
 
Figura 2. Atividade da enzima adenosina deaminase (ADA) no plasma de gestantes 
com pré-eclâmpsia precoce (PEP) e pré-eclâmpsia tardia (PET). Resultados 
expressos em mediana. 
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4.3. Produção de IL-1  por células mononucleares de gestantes normais, 

portadoras de pré-eclâmpsia e de mulheres não-grávidas 

A produção endógena da citocina inflamatória IL-1 por PBMC foi 

significativamente maior no grupo PE (1598,28 pg/mL ± 120,87), comparado com o 

grupo GN (994,95 pg/mL ± 157,61). Porém, não houve diferença estatística entre os 

grupos PE e GN quando comparado ao grupo NG (1287,97 pg/mL ± 214,26) (Figura 

3).  

O estímulo com LPS também aumentou significativamente a produção de 

IL-1β em cultura de PBMC de 18 h em comparação às células cultivadas sem 

estímulo (endógeno) em todos os grupos estudados. Não se observou diferença 

entre os grupos com relação à capacidade de produção de IL-1  induzida por LPS. 

 

 

 
 
Figura 3. Níveis de IL-1β (endógeno e estimulado por LPS) em sobrenadante de 
cultura de células mononucleares de sangue periférico de gestantes portadoras de 
pré-eclâmpsia (PE), gestantes normais (GN) e mulheres não-grávidas (NG). Os 
resultados são expressos em média + SD.  
* (p<0,05) vs Endógeno; # (p < 0,05) vs GN (ANOVA) 
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4.4. Produção de TNF-  por células mononucleares de gestantes normais, 

portadoras de pré-eclâmpsia e de mulheres não-grávidas

A produção endógena da citocina inflamatória TNF-α foi significativamente 

maior no grupo PE em comparação aos grupos GN e NG. O estímulo com LPS levou 

à produção de níveis significativamente mais elevados da citocina em comparação 

com as células não-estimuladas (produção endógena) em todos os grupos. 

Entretanto, o grupo PE produziu níveis significativamente menores que os grupos 

GN e NG. 

  

 
 
Figura 4. Níveis de TNF-α (endógeno e estimulado por LPS) em sobrenadante de 
cultura de células mononucleares de sangue periférico de gestantes portadoras de 
pré-eclâmpsia (PE), gestantes normais (GN) e mulheres não-grávidas (NG). Os 
resultados são expressos em média + SD.  
* (p<0,05) vs Endógeno; # (p < 0,05) vs GN e NG (ANOVA) 
 

 

4.5. Produção de IL-1  e TNF-  por células mononucleares de gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia precoce e tardia 
 

Nas Figuras 5 e 6 estão representados os resultados das concentrações de 

IL-1  e TNF- , respectivamente, produzidas por PBMC de gestantes portadoras de 

PE, classificadas quanto ao tempo de aparecimento das manifestações clínicas em 

PE precoce (<34 semanas de gestação) e PE tardia (≥ 34 semanas de gestação). 
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Figura 5. Níveis de IL-1β (endógeno e estimulado por LPS ) em sobrenadante de 
cultura de células mononucleares de sangue periférico de gestantes portadoras de 
pré-eclâmpsia precoce e tardia. Os resultados são expressos em média + SD.  
* (p < 0,05) vs endógeno; + (p < 0,05) vs endógeno-PE precoce (ANOVA) 

 
 

 A produção endógena de IL-1  foi significativamente maior no grupo de 

gestantes com PE tardia em comparação com as gestantes portadoras de PE 

precoce. O estímulo com LPS induziu a síntese de níveis significativamente mais 

elevados do que os endógenos e semelhantes nos dois grupos de gestantes 

hipertensas (Figura 5). 

Na Figura 6 observa-se que tanto os níveis endógenos de TNF-  quanto os 

induzidos por estimulação com LPS foram semelhantes nos dois grupos de 

gestantes com PE precoce e tardia, não havendo diferença estatística entre eles. A 

concentração da citocina detectada após estímulo das células com LPS foi 

significativamente maior do que a produção endógena em cada um dos grupos das 

gestantes com PE.   
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Figura 6. Níveis de TNF-  (endógeno e estimulado por LPS) em sobrenadante de 
cultura de células mononucleares de sangue periférico de gestantes portadoras de 
pré-eclâmpsia precoce e tardia. Os resultados são expressos em média + SD.  
* (p < 0,05) vs endógeno 
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5 DISCUSSÃO 
A exacerbação do estado inflamatório e a presença de estresse oxidativo 

na pré-eclâmpsia já estão bem descrito na literatura, sugerindo o envolvimento 

desses parâmetros na patogênese da doença, apesar dos mecanismos não estarem 

ainda bem elucidados.  

Em nosso trabalho encontramos um aumento da enzima adenosina 

deaminase (ADA) no plasma de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) em 

comparação a gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas (NG). A 

atividade da ADA está elevada em outras doenças inflamatórias, como pneumonia 

(KLOCKARS et al., 1991; BLACKBURN et al., 2000), artrite reumatóide 

(NAKAMACHI et al., 2003; PALLINTI et al.; 2009), tuberculose (GUPTA et al., 2010) 

e hepatite (KALLKAN et al., 1999; KAYA et al., 2007). A deficiência congênita de 

ADA causa Imunodeficiência Combinada Severa (SCID), que é caracterizada pela 

ausência de linfócitos T e B funcionais em indivíduos afetados devido a uma 

mutação no lócus do gene da ADA no cromossomo 20 (FRANCO et al., 1998).  

O substrato da ADA, a adenosina, é liberado em locais de injúria e tem o 

papel de regular possíveis danos e inflamação tecidual através de sua ligação a 

receptores de superfície presentes em diversas células (MOHSENIN et al., 2007), 

sendo a ADA responsável por limitar a biodisponibilidade desta substância. Na PE, 

acredita-se que a placentação inadequada e a baixa perfusão placentária poderiam 

causar a liberação de fragmentos de membranas do sinciotrofoblasto, DNA fetal e 

outras substâncias que ativam o sistema imune. A ativação da imunidade celular 

está intimamente relacionada com o aumento da atividade de ADA em leucócitos 

(EREL et al., 1998). Na PE é observado o aumento da imunidade celular, 

especialmente uma maior ativação dos linfócitos T (YONEYAMA et al., 2002a). 

Nossos resultados elevados de ADA em gestantes com PE corroboram 

trabalhos presentes na literatura. YONEYAMA et al. (2002a) correlacionaram o 

aumento da atividade da ADA plasmática com a proporção de células secretoras da 

citocina inflamatória IFN-γ na PE, focando no estado inflamatório dessa patologia. Já 

KARABULUT et al. (2005) observaram uma correlação positiva entre ADA e 

malondialdeído, substância que é um indicador da produção de radicais livres e da 

peroxidação lipídica. 

Em nosso trabalho, encontramos correlação positiva entre a atividade da 

ADA sérica e os níveis de ácido úrico circulantes. Esse dado reflete a cascata de 

reação da adenosina que tem como produto final e estável, o ácido úrico. A enzima 
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ADA catalisa a desaminação de adenosina a inosina que é convertida a hipoxantina 

através da fosforilase do nucleosídeo purina. A hipoxantina é convertida então em 

acido úrico e peróxido de hidrogênio através da xantina oxidase. Assim, a atividade 

elevada da ADA pode ser considerada uma possível causa da hiperuricemia 

observada na PE. 

A ativação da imunidade celular e o aumento do estado inflamatório na 

PE também foram comprovados pela maior ativação das células PBMC no grupo 

PE, analisando a produção de TNF-α e IL-1β em sobrenadante de cultura de 18h.  A 

produção de TNF-α foi significativamente mais elevada no grupo PE comparada ao 

grupo GN e NG. A síntese desta citocina, assim como da IL-1β é regulada, em parte, 

pelo fator de transcrição nuclear–kB, que está mais ativo em células mononucleares 

de gestantes com PE (GIORGI et al., 2011). O NF-kB regula a transcrição dos genes 

relacionados à inflamação (MATSUSAKA et al., 1993; STRIZ et al., 2011) e, o TNF-α 

por sua vez, age como um estímulo para a ativação do NF-kB, mantendo um ciclo 

de ativação celular (VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009).  

O estímulo das células com LPS elevou à produção de TNF-α em todos 

os grupos estudados, porém, as células das gestantes com PE produziram níveis 

menores da citocina do que os grupos GN e NG. Considerando que o NF-kB está 

envolvido na produção de TNF-α, nossos resultados corroboram a idéia de exaustão 

das células in vivo de mulheres com PE, sugerida por BECKMANN et al. (2004). 

Segundo estes autores, a pré-ativação e exaustão dos leucócitos, expressas pela 

liberação espontânea elevada de TNF-α poderia levar à menor resposta ao LPS.  

A menor capacidade de produção de TNF-α ao estímulo com LPS 

associada à ativação endógena dos leucócitos de gestantes com PE sugere a 

instalação de um fenômeno denominado tolerância ao LPS. Essa tolerância à 

endotoxina foi primeiramente descrita em 1946 por BEESON, como a capacidade 

reduzida, de animais e humanos (in vivo) ou de monócitos e macrófagos cultivados 

in vitro, em responder ao estímulo com LPS após uma exposição prévia a 

concentrações baixas da endotoxina (FAN et al., 2007; ANEJA et al., 2008). 

Classicamente, os estudos in vitro de tolerância ao LPS empregam baixas doses de 

LPS para induzir um estado de não-reatividade para o desafio subseqüente com 

concentrações elevadas de LPS (ANEJA et al., 2008). Assim, a tolerância induz um 

estado transitório de supressão celular, com produção diminuída de citocinas pró-

inflamatórias em resposta ao LPS (VIRCA et al., 1989).  
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Além da exacerbada resposta inflamatória, outras proteínas intracelulares, 

como a proteina de choque térmico hsp70, quando presente no compartimento 

extracelular pode induzir a tolerância ao LPS (ANEJA et al., 2006). Níveis elevados 

de hsp70 foram descritos no soro de gestantes com PE, sendo associados à 

inflamação sistêmica e estresse oxidativo, embora não se conheça o papel dessa 

proteína na fisiopatologia da PE (MOLVAREC et al., 2009). 

Níveis elevados de TNF-α têm sido descritos no plasma de gestantes com 

PE, associados com a patogênese da doença (KUPFERMINC et al., 1994; VINCE et 

al., 1995; ANIM-NYAME et al., 2003; SHARMA et al., 2007). Outros autores também 

relatam que existe um aumento na expressão de TNF-α em placentas de pacientes 

com PE comparado com placentas de gestantes normais (RINEHART et al., 1999; 

WANG & WALSH, 1996). Além disso, SEKI et al. (2007) verificaram que na PE, 

monócitos ativados produzem altos níveis de TNF-α que induzem apoptose e inibem 

in vitro, a proliferação de linhagem de células trofoblásticas de maneira dose-

dependente podendo, portanto, ser considerada uma das principais citocinas 

envolvidas na patogênese da PE. 

Já a citocina IL-1β também mostrou-se em níveis mais elevados na pré-

eclâmpsia em relação a gestação normal, porém não pareceu estar envolvida com 

os mecanismos de exaustão celular e tolerância à endotoxina como o TNF-α, pois o 

estímulo com LPS elevou a produção de IL-1β em todos os grupos, não havendo 

diferenças entre eles. Este dado nos mostra que os níveis de TNF-α refletem melhor 

a severidade do estado inflamatório na pré-eclâmpsia do que os de IL-1β, que 

representa uma citocina secundária na patogênese da pré-eclâmpsia, apesar de seu 

grande potencial inflamatório. Por outro lado, quando subdividimos o grupo PE em 

precoce e tardia, encontramos um aumento de IL-1β no grupo PE tardia. Segundo 

MOLDENHAUER et al. (2003) essas duas subdivisões da pré-eclâmpsia são 

entidades diferentes. Ou seja, a pré-eclâmpsia precoce decorre de anomalia da 

remodelação vascular placentária, sem alterações primárias do sistema vascular 

materno e corresponde a um defeito da invasão das células citotrofoblásticas nas 

arteríolas espiraladas. E a pré-eclâmpsia tardia resulta da interação entre uma 

placenta normal e alteração inicial da rede vascular materna. Esta vasculopatia 

materna é favorecida por fatores de risco vascular inespecíficos como diabete, 

idade, hipertensão arterial e índice de massa corpóreo aumentado. Representa um 

obstáculo ao desenvolvimento da vascularização, observado fisiologicamente no 
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final da gestação, em resposta a importantes necessidades hemodinâmicas 

fetoplacentárias (BOULANGER & FLAMANT, 2007).  Provavelmente, a IL-1β esteja 

relacionada com possíveis disfunções metabólicas e vasculopatia presentes nas 

gestantes que desenvolvem pré-eclâmpsia após a 34ª semana, e não, com a 

inadequada placentação. 

Em nosso trabalho, a produção elevada de IL-1β por PBMC de gestantes 

com PE corroboram os resultados observados na literatura. KALINDERIS et. al. 

(2011) notaram um significativo aumento dos níveis de IL-1β sérico em pacientes 

com pré-eclâmpsia comparado às gestantes normotensas. Na placenta, RINEHART 

et. al. (1999) reportaram um aumento da expressão de IL-1β e, LUPPI et al. (2006) 

observaram uma produção endógena elevada de IL-6 e IL-1β por monócitos de 

gestantes com PE. 

A IL-1β é uma importante citocina iniciadora da resposta inflamatória 

aguda a infecções (DINARELLO, 1996) e mais recentemente descobriu-se que ela 

apresenta um papel crucial no estabelecimento da resposta Th17 (CHUNG et al., 

2009). Além do desequilíbrio Th1/Th2, alterações na prevalência de células Th17 e 

células T reguladoras tem sido sugeridas contribuir com a inflamação na PE 

(SANTNER-NANAN et al., 2009). As células T precursoras, na dependência do 

ambiente de citocinas presente, se diferenciam em células Th1 envolvidas na 

imunidade celular, em células Th2 envolvidas na imunidade humoral e ativação de 

eosinófilos, em células Th17 que protegem contra infecções fúngicas e medeiam 

diferentes tipos de inflamação tecidual e, células T reguladoras (Treg) que são 

importantes na manutenção da auto-tolerância e regulam a inflamação (SAITO et al, 

2010). 

Na gestação normal, SANTNER-NANAN et al (2009) observaram um 

aumento de populações de células Treg circulantes no sangue em comparação com 

mulheres não grávidas, justificando que este subtipo celular seria importante na 

tolerância ao antígeno paterno presente no embrião. Porém, na PE os autores 

reportaram uma proporção diminuída de células Treg circulantes, semelhante a 

observada em mulheres não grávidas. A diminuição de células Treg e o aumento de 

células Th17 foram observados em sangue periférico de gestantes com PE 

comparando-se a gestantes normais e mulheres não grávidas. O aumento de células 

Th17 circulantes na pré-eclâmpsia também foi observado por JIANJUN et al. (2009), 

que também reportaram diminuição da expressão de Foxp3 (fator de transcrição 
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típico de células Treg) e aumento da expressão de RORc (fator de transcrição típico 

de células Th17) na decídua e nas células PBMC de mulheres pré-eclâmpticas. 

Alguns estudos têm mostrado a existência de um elo na diferenciação de 

células T precursoras para células Treg e células Th17 (WEAVER & HATTON, 2009; 

PECK & MELLINS, 2009). Ambos os subtipos celulares necessitam de TGF-β para 

se diferenciarem. Um ambiente contendo apenas TGF-β é suficiente para originar o 

subtipo Treg. Entretanto, para gerar células Th17, além de TGF-β é necessária a 

presença de IL-6 e/ou IL-1β. Alguns estudos reportam que o TGF-β inibe a geração 

de células Th17 e, que portando a presença de IL-1 e IL-6 além de TGF-β, são 

essenciais para a geração do perfil Th17(ACOSTA-RODRIGUEZ et al, 2007; 

WILSON et al., 2007). A endoglina solúvel, receptor de TGF-β, apresenta níveis 

elevados na gestação, anteriormente, ao aparecimento do quadro de PE, resultando 

em angiogênese deficiente (LEVINE et al., 2006) e, possivelmente, inibe a 

diferenciação de células Treg na PE (SAITO, 2010). 

O desequilíbrio entre células Treg e células Th17 pode ser ainda mais 

intensificado devido à plasticidade das células Treg, demonstrada em humanos e em 

camundongos (AFZALI et al, 2009). Assim, as células Treg perdem sua função 

supressora e são reprogramadas ao fenótipo Th17 na presença de TGF-β e IL-6 

(VELDHOEN et al., 2006; XU et al., 2007) ou apenas na presença de IL-6 (KITANI & 

XU, 2008). Portanto, na PE, o aumento dos níveis de IL-1β e IL-6 devem favorecer a 

geração de células Th17 tanto a partir de células precursoras quanto a partir de 

células Treg. SAITO (2010) sugere que o aumento de células Th17 deve levar a um 

estado inflamatório crônico e promover hipertensão e disfunção endotelial em 

mulheres com PE. 

A elevada produção de IL-1β na pré-eclâmpsia também pode estar 

relacionada com a hiperuricemia encontrada nas pacientes deste grupo. A ligação 

de LPS, ácido lipoteicóico, flagelina, cristais de ácido úrico, entre outros PAMPs 

(Padrões Moleculares Associados a Patógenos) e DAMPs (Padrões Moleculares 

Associados a Danos) ativa receptores como Nod-like (NLR) (receptor citoplasmático) 

responsável pela ativação do inflamassomo (LAMKANFI et al., 2007). O 

inflamassomo é um complexo citosólico multiprotéico formado por proteínas NALP 

conectada a caspase-1 através da proteína adaptadora ASC e é responsável pelo 

processamento e ativação da IL-1β e IL-18 (PÉTRILLI et al., 2007). A pró-IL-1 β é 

clivada por caspase-1 resultando na geração de IL-1β biologicamente ativa que, 
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subsequentemente, é secretada no meio extracelular (EDER, 2009). Em trabalho 

recente, CONFORTI-ANDREONI et al. (2011) reportaram a importância do ácido 

úrico juntamente com a via de sinalização do NF-kB na ativação do inflamassomo 

em células dendríticas, produção de citocinas IL-1β e IL-18 e diferenciação para o 

perfil Th17. 

Portanto, a partir deste trabalho podemos concluir que na PE, os elevados 

níveis plasmáticos de ADA refletem o estado de ativação do sistema imune, 

principalmente da imunidade celular, representada pelo aumento dos níveis 

endógenos de TNF-α e IL-1β, produzidos por linfócitos e monócitos ativados in vivo. 

A associação entre níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias, da concentração 

plasmática de ADA e hiperuricemia sugere que essa enzima pode ser considerada 

um marcador de inflamação celular na PE.  
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